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 Einleitung 1 
1 Einleitung 
Das Herz kann eine Reihe verschiedener oxidierbarer Substrate verwerten. 
Quantität und Qualität der Substratverwertung werden durch den diätetischen 
Zustand sowie die physische Aktivität des Organismus bestimmt. Langkettige 
Fettsäuren sind das Hauptsubstrat des Herzens. Wenn deren Spiegel fallen und 
die Konzentrationen von Glucose und Insulin entsprechend hoch sind, wie z.B. 
postprandial, wird Glucose zum Hauptsubstrat der oxidativen Metabolisierung. 
Andere Substrate sind Lactat und Ketonkörper, deren Aufnahme und Utilisation 
sich nach dem Angebot, d.h. nach der arteriellen Konzentration richten [24].  
Unter den Energie liefernden Substraten nimmt die Glucose in manchen 
physiologischen und pathophysiologischen Situationen qualitativ eine besondere 
Stellung ein. So wird bei erhöhtem energetischem Bedarf, z.B. im Rahmen von 
Training oder erhöhten ventrikulären Drücken, die Oxidation von Glucose in 
stärkerem Maße gesteigert als die anderer Substrate [41;52;126]. Dies bietet u.a. 
den Vorteil, dass damit Sauerstoff eingespart wird, da die Glucoseoxidation den 
Stoffwechselweg mit dem geringsten Sauerstoffverbrauch darstellt. In 
pathophysiologischen Zuständen wird die myokardiale Glucoseutilisation noch 
wichtiger. So kommt es unter ischämischen bzw. hypoxischen Bedingungen zur 
Energiegewinnung durch die anaerobe Glykolyse. Diese Stoffwechsel-
umschaltung, auch bekannt unter dem Namen „Pasteur Effekt“, führt dazu, dass 
aufgenommene Glucose sowie Glykogen (als endogener Glucosevorrat) zur 
ATP-Gewinnung herangezogen werden [83]. Glucose ist deshalb bei starkem 
Sauerstoffmangel das wichtigste Substrat, durch dessen anaerobe 
Verstoffwechselung noch ATP bereitgestellt werden kann. In einer solchen 
Situation kann also nur Glucose so wichtige Funktionen wie die 
Ionenhomöostase durch die Na+/K+-ATPase oder die Ca2+-ATPase des 
Sarkoplasmatischen Retikulums und damit die zelluläre Integrität 
aufrechterhalten [113].  
Diese Zusammenhänge haben auch klinische Bedeutung sowohl in 
diagnostischer als auch therapeutischer Hinsicht. Die Positronenemissions-
tomographie (PET) ist ein nuklearmedizinisches Verfahren mit der besonderen 
Fähigkeit, Teilfunktionen der Pathophysiologie auf molekularer Ebene im 
bildgebenden Verfahren darzustellen. Mit 18F-Deoxyglucose (FDG) wird z.B. 
der myokardiale Glucosestoffwechsel untersucht. Dadurch gelingt es, 
Infarktnarben von akinetischem, aber noch vitalem Myokard abzugrenzen, wie 
es beim „hibernating myocardium“ („Myokard im Winterschlaf“ bei anhaltender 
Minderperfusion) und beim „stunned myocardium“ („betäubtes Myokard“ bei 
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Reperfusion von ischämischem Myokard) vorliegt. Als beweisend für vitales 
Myokard gilt eine sogenannte metabole Mismatch-Konstellation, d.h. 
verminderte Perfusion bei gesteigerter Glucosekonsumption infolge des oben 
beschriebenen Pasteur-Effektes [115]. Auf diese Weise kann also 
revitalisierbares Myokard erkannt werden und einer entsprechenden 
Behandlung, z.B. einer Revaskularisation, zugeführt werden.  
Aus tierexperimentellen Studien ist bekannt, dass Glucose bzw. eine 
selektive Steigerung des Glucosemetabolismus viele günstige Auswirkungen auf 
das ischämische Herz hat, u.a. eine Aufrechterhaltung der Membranintegrität, 
Verhinderung einer Kontraktur, verminderte Arrhythmieneigung und nicht 
zuletzt eine positive Beeinflussung der funktionellen Erholung nach Reperfusion 
[59;67]. Ramasamy et al. fanden kürzlich heraus, dass die protektive Wirkung 
von Glucose auf das ischämische Myokard mit einem erhöhten Gehalt an 
insulinsensitiven Glucosetransportern (GLUT4) in der Plasmamembran 
assoziiert ist und vermuten hierin einen möglichen Mechanismus, das 
geschädigte Myokard zu schützen [89]. Andererseits ist bekannt, dass freie 
Fettsäuren über eine Hemmung der Glucoseutilisation Ischämie induzierte 
Schäden verstärken und die funktionelle Erholung nach Ischämie und 
Reperfusion vermindern [69;70]. Eine Hemmung der Utilisation von freien 
Fettsäuren steigert wiederum die Glucosemetabolisierung und verbessert die 
funktionelle Erholung nach Reperfusion [64;76;88]. Diese experimentellen 
Studien haben inzwischen auch klinische Bedeutung erlangt, wie man an den 
Leitlinien der American Heart Association (AHA) und des American College of 
Cardiology (ACC) sieht (ACC/AHA Guidelines for the Management of Patients 
With Acute Myocardial Infarction). Die erstmals 1962 von Sodi-Pallares 
vorgeschlagene Modulation des Metabolismus bei Patienten mit einem akuten 
Myokardinfarkt [106] wurde kürzlich in einer Studie der ECLA-Gruppe 
(Estudios Cardiologicos Latinoamerica) um Rafael Diaz untersucht [25]. Dabei 
zeigte sich, dass die Eumetabolisierung im akuten Infarkt mittels Insulin-
Glucose-Kalium-Infusion zu einer signifikanten Reduktion des kombinierten 
Endpunktes aus Tod, schwerer Herzinsuffizienz und Kammerflimmern führte. 
Eine mindestens ebenso große Bedeutung hat die metabolische Modulation für 
Diabetiker, was nun anhand der DIGAMI-Studie eindrucksvoll gezeigt wurde 
[73]. Die rasche parenterale Eumetabolisierung im akuten Herzinfarkt durch 
Insulin-Glucose-Kalium-Infusionen mit anschließender normnaher Blutzucker-
einstellung sowie adäquater Komedikation führte zu einer deutlichen Reduktion 
der kurz- („in-hospital“), mittel- (3-Monats-) und langfristigen (1- und 3,4-
Jahres-) Sterblichkeit und Rate an Reinfarkten. So lag die Mortalität nach einem 
Jahr 11 % niedriger. Die Glucoseutilisation beim Diabetiker spielt jedoch nicht 
nur beim akuten Myokardinfarkt eine Rolle, sondern als Folgen von Mikro- und 
Makroangiopathien sowie fehlgeleiteter Stoffwechselwege werden eine Reihe 
chronischer Komplikationen des Diabetes mellitus gefunden, die zum großen 
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Teil von der Dauer der Erkrankung und der Güte der Stoffwechseleinstellung 
abhängen. Diesbezüglich sei auch auf Veröffentlichungen verwiesen, die der 
veränderten Stoffwechsellage beim Diabetes mellitus einen Beitrag zur 
Beeinträchtigung der Herzfunktion innerhalb dieses Krankheitsbildes 
zusprechen [56]. Durch Verschiebung der Substratutilisation entweder durch 
Stimulierung des Glucosestoffwechsels [108] oder durch Hemmung der 
myokardialen Fettsäureoxidation [119] lässt sich die bei Diabetes auftretende 
kardiale Dysfunktion rückgängig machen. 
Vor diesem Hintergrund überrascht es nicht, dass der myokardiale 
Glucosestoffwechsel und insbesondere dessen erster und vielfach auch 
ratenlimitierender Schritt, nämlich die Aufnahme des Zuckers über die 
Plasmamembran der Herzmuskelzellen (Glucosetransport) einer vielfältigen 
Regulation unterliegt. Am bekanntesten und sicherlich auch am besten 
untersucht, ist die hormonelle Regulation durch Insulin, das zu einer Förderung 
des Glucosetransportes und der Glykogensynthese sowie zu einer Drosselung 
der Glykogenolyse führt. Zu weiteren stimulierenden Faktoren auf die 
Glucoseutilisation gehören u.a. Katecholamine [35], die Kontraktionsaktivität 
[63;94], Training [52] sowie pathophysiologische Faktoren wie Hypoxie bzw. 
Anoxie [15;79;121] oder Ischämie [109]. Andererseits wird die myokardiale 
Glucoseutilisation durch andere mögliche Energielieferanten, sogenannte 
alternative Substrate wie Fettsäuren [81;90] und Pyruvat [32] unterdrückt. In 
jüngster Zeit wurden auch hemmende Wirkungen von Stickstoffmonoxid (NO) 
bzw. seines Second messengers, des zyklischen Guanosinmonophosphates 
(cGMP), auf die myokardiale Glucoseutilisation beobachtet [21]. Die an 
perfundierten Herzen durchgeführten Studien legen den Schluss nahe, beweisen 
jedoch nicht, dass cGMP das myokardiale Glucosetransportsystem und 
möglicherweise auch die Phosphofruktokinase (ein Schlüsselenzym der 
Glykolyse) beeinflusst. Die Wirkung von cGMP und von NO auf den 
myokardialen Glucosestoffwechsel sowie die zugrundeliegenden Mechanismen 
sind Gegenstand der vorliegenden Forschungsarbeit. 
Für die Entdeckung von NO und seines Wirkungsprinzips wurden 1998 
R.F. Furchgott, L. Ignarro und F. Murad mit dem Nobelpreis für Medizin 
ausgezeichnet. Furchgott und Zawadzki entdeckten 1980 einen unbekannten 
Stoff, der in den Gefäßendothelien gebildet wird und zur Gefäßerweiterung 
beiträgt und nannten diese Substanz ohne Kenntnis der molekularen Struktur 
„Endothelium-derived relaxing factor“ (EDRF) [38]. Bereits sieben Jahre später 
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem Stoff um NO handelt [48;84] und 
dass NO in eine Vielzahl physiologischer Funktionen eingebunden ist. NO spielt 
insbesondere als vasodilatierendes Agens in der lokalen und systemischen 
Regulation des vaskulären Tonus eine große Rolle [117]. Weiterhin ist NO an 
der Regulation der Plättchenaggregation und an immunologischen Reaktionen 
beteiligt [78] und hat große Bedeutung an einer Vielzahl neuronaler Funktionen 
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einschließlich der Gedächtnisfunktion [120]. NO wird aus der Aminosäure 
L-Arginin in einer komplexen Reaktion über ein Enzym, die NO-Synthase 
(NOS) gebildet. Es existieren 3 Isoformen der NO-Synthase: 1) NOS1 (auch 
neuronale NOS, nNOS, genannt), die im Nervengewebe exprimiert ist; 2) NOS2 
(induzierbare NOS, iNOS), die durch inflammatorische Zytokine und 
Endotoxine in vielen Zelltypen induzierbar ist; 3) NOS3 (endotheliale, 
konstitutive NOS, ecNOS bzw. eNOS), die insbesondere im Endothel gebildet 
wird, aber auch in anderen Zellen, wie z.B. Kardiomyozyten, und 
klassischerweise Calcium/Calmodulin-abhängig aktiviert wird [78]. Im 
gesunden Myokard ist vorwiegend die sogenannte eNOS-Isoform konstitutiv 
exprimiert, und zwar sowohl in Endothelzellen als auch in Kardiomyozyten, 
während die iNOS nur nach Inkubation mit verschiedenen Zytokinen exprimiert 
wird [58]. Die eNOS trägt wahrscheinlich in wesentlichem Maße sowohl zur 
basalen als auch zur stimulierten NO-Bildung im Herzen bei [60]. NO werden 
am Herzen sowohl Effekte auf die Kontraktilität (Inotropie), die Herzrate 
(Chronotropie) als auch auf die myokardiale Relaxation (Lusitropie) 
zugesprochen. Die Angaben hierzu sind zum Teil jedoch sehr diskrepant 
[12;62]. Mögliche Gründe hierfür sind die unterschiedlichen NO-
Konzentrationen, die über verschiedene Mediatoren und Angriffspunkte zu 
gegensätzlichen Wirkungen führen, experimentelle Bedingungen, die die basale 
Expression der NOS beeinflussen, mögliche gegenregulatorische 
hämodynamische Änderungen, Effekte auf die Koronarperfusion sowie der 
verbleibende Grad der autonomen Regulation [4;61]. NO übt viele seiner 
Wirkungen durch Stimulierung einer Guanylat-Zyklase (GC) aus, die 
Guanosintriphosphat (GTP) in den Second messenger cGMP konvertiert. Die 
Guanylat-Zyklasen können in 2 Gruppen eingeteilt werden: lösliche Guanylat-
Zyklasen (GC-S), die in fast allen Zellen des kardiovaskulären Systems, 
einschließlich Kardiomyozyten, vorkommen, sowie membrangebundene 
Guanylat-Zyklasen (GC-P), die durch natriuretische Peptide wie ANP aktiviert 
werden [27]. Das synthetisierte cGMP bindet an verschiedene Effektorproteine 
und übt hierüber seine vielfältigen regulatorischen Funktionen aus [118]. Die 
wichtigsten Effektorproteine in Kardiomyozyten sind cGMP-abhängige 
Proteinkinasen (PKG) sowie cAMP-Phosphodiesterasen (PDE), die durch 
cGMP gehemmt (PDE III oder cGi-PDE) oder stimuliert (PDE II oder 
cGs-PDE) werden können und entsprechend einen Anstieg oder einen Abfall der 
cAMP-Konzentration bewirken [68;77]. Weiterhin sind direkte allosterische 
Interaktionen von cGMP mit Ionen-Kanälen beschrieben, insbesondere im 
visuellen und olfaktorischen System [57]. Wenn cGMP in relativ hohen 
Konzentrationen vorliegt, ist schließlich auch eine Kreuzaktivierung von cAMP-
abhängigen Proteinkinasen (PKA) möglich [37]. Eine Zusammenfassung dieser 
Signalkaskade von NO und cGMP findet sich in Abb. 1. Viele dieser 
Zusammenhänge sind durch den Einsatz spezifischer Stimulatoren und 
Inhibitoren, die in dieses System eingreifen, gewonnen worden. Um eine bessere 
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Vorstellung über den genauen Wirkort und -mechanismus zu bekommen, sind 
die in dieser Arbeit verwendeten Agenzien mit in die Abbildung eingebracht.  
diverse physiologische Effekte
Glucosetransport / -stoffwechsel?
Rezeptor
PKG
Ion
Channel
cGMP
ANP NO NO-Donoren:SNP, SNAP
YC-1
ODQ, LY83583
L-NMMA, L-NAME
ACH, Bradykinin
c-GMP-Analoga:
8-Br-cGMP
8-pCPT-cGMP
Rp-cAMPS
NOS
L-Arginin
NO
Proteinphosphorylierung PKA
cGi-PDE cGs-PDE
cAMP cAMP
GC-P GC-S
 
Abb. 1: Signalkaskade des NO/cGMP-Systems  
Dieses Modell demonstriert die Signaltransduktion des NO/cGMP-Systems mit den 
zahlreichen Effektorproteinen von cGMP (Einzelheiten: siehe Text). Gegenstand der 
vorliegenden Forschungsarbeit war die Frage, ob auch die Regulation des kardiomyozytären 
Glucosetransportes bzw. –stoffwechsels zu den physiologischen Effekten des NO/cGMP-
Systems gehört und welche Mechanismen hierbei eine Rolle spielen. Auf der rechten Seite 
sind die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen mit ihrem jeweiligen Wirkmechanismus 
eingezeichnet. 
GC-P: membrangebundene Guanylat-Zyklase, GC-S: lösliche Guanylat-Zyklase, NOS: NO-
Synthase, PKG: cGMP-abhängige Proteinkinase, cGi-PDE: cGMP-inhibierte-cAMP-
Phosphodiesterase, cGs-PDE: cGMP-stimulierte-cAMP-Phosphodiesterase, PKA: cAMP-
abhängige Proteinkinase. 
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Im Gegensatz zu den gut erforschten vaskulären Effekten von NO fand seine 
mögliche Rolle in der Kontrolle des myokardialen Metabolismus bisher wenig 
Beachtung. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass das NO/cGMP-System 
an der Regulation des myokardialen Glucosestoffwechsels beteiligt ist. So führt 
eine Hemmung der NO-Synthase durch L-NMMA zu einer Stimulation von 
Glucoseaufnahme und Glykolyse in ischämischen Kaninchenherzen in vitro, 
wodurch eine bessere Erhaltung der Energiereserven sowie eine bessere 
postischämische funktionelle Erholung resultiert. Dieser Schutz vor 
ischämischen Schäden durch Hemmung der NO-Synthase wird aufgehoben 
durch einen Überschuss an L-Arginin oder Nitroprussidnatrium [23]. Weitere 
Studien demonstrieren, dass NO auch in normoxischen Rattenherzen effektiv die 
Glucoseutilisation hemmt und dass dieser Effekt cGMP-abhängig ist [21]. Eine 
Perfusion der arbeitenden isolierten Herzen mit dem NO-Donor SNAP hemmte 
die Glucoseaufnahme ebenso wie das membranpermeable cGMP-Analogon 
8-Br-cGMP. Eine pharmakologische Blockade der NO-Synthase durch 
L-NAME hingegen führte zum Anstieg der Glucoseaufnahme. Zu ähnlichen 
Ergebnissen kommen Tada et al. mit ihren Versuchen an isolierten Herzen von 
Mäusen, die eine Deletion des eNOS-Gen aufweisen (eNOS (-/-)) [112]. Diese 
Mutation war mit einer erhöhten Glucoseaufnahme verbunden. Eine Hemmung 
der endogenen NO-Produktion durch L-NAME oder eine Hemmung der cGMP-
Synthese durch den Guanylat-Zyklase-Inhibitor ODQ in Kontrollmäuseherzen, 
die eNOS exprimierten, erhöhte ebenfalls signifikant die Glucoseaufnahme, 
wohingegen 8-Br-cGMP in eNOS (-/-) Mäusen die myokardiale 
Glucoseaufnahme verminderte. Auch in vivo Studien an Hunden haben bereits 
gezeigt, dass eine Hemmung der NO-Synthase durch Nitro-L-Arginin zu einer 
Steigerung der Glucoseutilisation führt, die durch einen NO-Donor wieder 
rückgängig gemacht werden kann [91-93]. Des Weiteren fand sich eine negative 
Korrelation zwischen der Glucoseutilisation in den Herzen dieser Tiere und der 
kardialen NO-Produktion [92].  
Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass NO 
inhibitorische Effekte auf die myokardiale Glucosemetabolisierung ausübt und 
dass diese Effekte zumindest zum Teil über cGMP vermittelt sind. Die genauen 
Mechanismen, über die cGMP die Glucoseutilisation moduliert, sind jedoch 
bisher nicht bekannt. Vermutet wird ein primärer Effekt auf die 
Glucoseaufnahme, die sich zusammensetzt aus dem Glucosetransport über die 
Plasmamembran sowie der Reaktion von Glucose zu Glucose-6-Phosphat durch 
die Hexokinase. Depre et al. vermuten, dass cGMP die Glucoseaufnahme eher 
über eine Hemmung des Glucosetransportes beeinflusst, da Hexose-6-Phosphat 
aufgrund des geringeren Flusses durch die Phosphofruktokinase akkumulierte 
[21]. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob der kardiale 
Glucosetransport einer cGMP-abhängigen Regulation unterliegt. Hierzu wurden 
isolierte Herzmuskelzellen von Ratten verwendet, die ein gut etabliertes 
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experimentelles Modell darstellen, an dem u.a. die Regulation des 
Glucosetransportes und der Glykolyse untersucht werden kann (siehe hierzu 
auch Abschnitt 2.2). Sie bieten den Vorteil, dass Änderungen des 
Glucosetransportes unabhängig von der Glucosephosphorylierung und der 
Glykolyse erfasst werden können.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Utensilien 
2.1.1 Geräte 
• Schüttelwasserbad Julabo SW/U3 
• Zentrifuge Heräus Laborfuge GL 
• Tischzentrifuge Sigma 101 m 
• Waage Sartorius 1801 
• Vortex Bender & Hobein AG, Vortex-Genie 
• Ultraschallgerät Sonifier B-12 Branson Sonic Power Company 
• Szintillationszähler Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter 
• Chamber Slides auf Objektträgern abgeteilte Inkubationskammern 
 von Nunc, Wiesbaden 
• Konfokales Mikroskop Zeiss Confocales Laser Scan Mikroskop CLSM  
 410, mit Axiovert 135-Mikroskop 
2.1.2 Chemikalien 
Die im Folgenden aufgeführten Chemikalien waren mit der Qualitätsstufe 
p.a. („per analysis“) ausgezeichnet. 
Lösungen:  
• CaCl2, D-Glucose, EGTA, HEPES, KCl, KH2PO4, KHCO3, KOH, MgCl2, 
MgSO4, NaCl, NaH2PO4, Na2HPO4, Pyruvat: von Merck, Darmstadt 
• ATP-Mg, Bovine Serum Albumin (BSA), Albumin Fraction V (fatty acid 
free): von Boehringer, Ingelheim 
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• Butanedione Monoxime (BDM): von Sigma, München 
• Collagenase: von Wako, Neuss 
Agenzien: 
• 8-Br-cGMP, α-Toxin (Staphylococcus aureus), Acetylcholin, ANP, 
Bradykinin, cAMP, Carbachol, DMSO, GTPγS, Isoproterenol, Laktat, 
L-NAME, SNP, ODQ, Oligomycin B, Rhodanese, Rotenon, Thiosulfat: 
von Sigma München 
• 8-pCPT-cAMP, 8-pCPT-cGMP, L-NMMA, LY83583, Rp-cAMPS, SNAP: 
von Calbiochem, Bad Soden 
• YC-1: von Alexis, Grünberg 
• Glutathion (oxidiert), Katalase: von Boehringer, Ingelheim 
• Oxyrase: von Oxyrase, Inc., Mansfield 
• Insulin (Rinderinsulin): freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. 
Dr. A. Wollmer, Inst. f. Biochemie, RWTH Aachen 
Glucosetransport-Test: 
• 2-Deoxy-D-[3H]-Glucose: von Amersham, Braunschweig 
• 2-Deoxy-D-Glucose: von Sigma, München 
• Phloretin: von Fluka, Buchs 
• Perchlorsäure (35 %): von Merck, Darmstadt 
• Silikonöl PN200: von Roth, Karlsruhe 
• Quickszint 212 (Szintillationsflüssigkeit): von Zinsser Analytic, Frankfurt 
a.M. 
Glykolyse: 
• AG 1-X8 Resin, formate, 100–200 dry mesh, 45–106 µm: von Bio-Rad, 
München 
• di-Natriumtetraborat (Na2B4O7): von Merck, Darmstadt 
• D-[3-3H]-Glucose: von Amersham, Braunschweig 
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Immunzytologie: 
• Laminin (from basement membrane of Engelbreth-Holm-Swarm Mouse 
sarcoma), Mounting Medium, PBS: von Sigma, München 
• Ethanol: Merck, Darmstadt 
• rabbit anti-rat-GLUT4 („OSCRX“): freundliche Gabe von Prof. Dr. A. 
Zorzano, Department de Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat de 
Barcelona 
• FITC-labelled goat anti-rabbit antiserum: Chemicon, Hofheim 
2.1.3 Lösungen 
Alle wässrigen Lösungen wurden mit Wasser angesetzt, das durch eine 
Milli-Q-Anlage (Millipore) aufbereitet war.  
Die Perfusions-, Batch- und Lagerlösungen sowie die Versuchsmedien wurden 
bei –20°C gelagert. Stammlösungen von Phloretin, LY83583, KT5823, 
8-pCPT-cAMP, 8-pCPT-cGMP, ODQ und YC-1 wurden in Dimethylsulfoxid 
und von Insulin in 0,01 N HCl hergestellt, aliquotiert und bei –20°C aufbewahrt. 
Sie wurden kurz vor Zugabe zu den isolierten Kardiomyozyten im 
Versuchsmedium verdünnt. Endkonzentrationen an Dimethylsulfoxid 
überschritten nicht 0,3 % und hatten keinen Einfluss auf die basale 
Glucosetransport-Aktivität. Alle anderen Lösungen wurden erst direkt vor 
Versuchsbeginn angesetzt. 
Lösungen für die Kollagenolyse des Myokardgewebes (Isolierung von 
Kardiomyozyten): (pH 7,4 bei 37°C und O2-Begasung) 
• Perfusionslösung:  6 mM KCl; 0,2 mM NaH2PO4; 1mM Na2HPO4;   
 1,4 mM MgSO4; 128 mM NaCl; 10 mM HEPES;   
 5,5 mM D-Glucose; 2mM Pyruvat 
• Kollagenaselösung: Perfusionslösung + 1,1 mg/ml Kollagenase +   
 0,7 % BSA, f.a.f. + 15 mM BDM 
• Batchlösung: Perfusionslösung + 1 % BSA + 1 % BSA, f.a.f. +   
 0,2 mM CaCl2 + 15 mM BDM 
• Lagerlösung: Perfusionslösung + 2 % BSA, f.a.f. + 1mM CaCl2 
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Versuchsmedien: 
• intakte Zellen (Medium A):  
6 mM KCl; 0,2 mM NaH2PO4; 1 mM Na2HPO4; 1,4 mM MgSO4; 128 mM 
NaCl; 10 mM HEPES; 1 mM CaCl2, 2 % BSA, f.a.f. (pH 7,4 bei 37°C) 
• permeabilisierte Zellen (Medium B):  
120 mM KCl; 1,2 mM KH2PO4; 0,5 mM EGTA; 1 mM MgCl2; 20 mM 
HEPES; 2 mM ATP-Mg; 1 % BSA, f.a.f.; 15,5 mM NaCl (pH 7,2 bei 37°C) 
Lösungen für den Glucosetransporttest: 
• dGlc-Lösung: Versuchsmedium + 60 µM 2-Deoxy-D-[3H]-Glucose  
 (= 3 µCi/ml; 2 µM Endkonzentration) +   
 30 µM 2-deoxy-D-glucose (1 µM Endkonzentration) 
• Phloretin-Lösung: 6,8-mmolare Lösung (400 µM Endkonzentration) 
Lösungen für die Glykolyseversuche: 
• Tracer-Lösung: Versuchsmedium +12 µCi/ml [3-3H]-Glucose +   
 150 mM D-Glucose 
Lösungen für die Immumzytochemie: 
• Beschichtung: 0,8 % Adhaesive Protein in 5 %iger Essigsäure, 
 neutralisiert mit 0,4 M Na2CO3 
• PBS:  134 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 6,4 mM Na2HPO4; 
 1,46 mM KH2PO4 (pH bei RT) 
• „Blocking“-Puffer: PBS + 0,5 % BSA 
2.1.4 Versuchstiere 
Wenn nicht anders vermerkt, wurden pathogenfreie weibliche Ratten des 
Stammes Sprague Dawley mit einem Gewicht von 180 bis 220 g verwendet, die 
freien Zugang zu Futter und Wasser hatten und in klimatisierten Räumen bei 
einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12 Stunden gehalten wurden. Da 
ausschließlich mit isolierten Zellen, die durch Herauspräparieren des Herzens in 
einer Terminalnarkose gewonnen wurden, gearbeitet wurde, gelten die hier 
beschriebenen Versuche nach § 6 Abs. 4 des Tierschutzgesetzes als 
Organversuche und sind daher anzeigepflichtig (jedoch nicht 
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genehmigungspflichtig); die entsprechende Anzeige beim Regierungs-
präsidenten (Köln) erfolgte am 11.7.1994 (Verlängerung am 15.6.2000). 
2.2 Isolierung der Kardiomyozyten 
Grundlage aller Versuche ist die Gewinnung frischer Herzmuskelzellen der 
Ratte. Im Vergleich zu perfundierten Ganzherzen bietet die Arbeit mit 
Kardiomyozyten eine Reihe von Vorteilen: 
(1) Durch die Isolierungsprozedur werden andere Zellarten wie 
Bindegewebszellen und Gefäßendothelien zum größten Teil entfernt, so dass die 
Kardiomyozyten in der Suspension nahezu als Reinkultur vorliegen. Dies 
ermöglicht zum einen eine isolierte Betrachtung verschiedener Manipulationen 
auf die Kardiomyozyten. Zum anderen ist bekannt, dass es vielseitige 
Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Zellarten gibt. In diesem 
Zusammenhang spielen vor allem Mediatoren eine große Rolle, die nicht wie 
Hormone in spezialisierten Drüsenzellen gebildet werden, sondern in vielen 
Zellarten entstehen können. Während solche Einflüsse am intakten Herzen 
berücksichtigt werden müssen, können reine Myozytenpopulationen dazu 
verwendet werden, diese Wechselwirkungen gezielt zu untersuchen. 
(2) Ähnlich verhält es sich mit vaskulären Einflüssen wie Preload, Afterload 
oder Koronardurchblutung, die u.a. Auswirkungen haben auf Sauerstoff- und 
Nährstoffverbrauch sowie Nährstoffangebot und damit auf den gesamten 
Stoffwechsel. Auch hier bietet das Modell der isolierten Kardiomyozyten die 
Möglichkeit, einzelne Faktoren isoliert zu untersuchen. 
(3) In einem intakten Herzen werden die Kardiomyozyten über das 
Koronarsystem versorgt. Dies erfolgt wie bei einem Bewässerungsgraben von 
außen nach innen. Die Innenschicht wird also zuletzt erreicht (Prinzip der 
„letzten Wiese“). In unseren Versuchen liegen die Kardiomyozyten in einem 
großen künstlichen Extrazellulärraum vor. Somit sind im Prinzip alle Zellen den 
gleichen Bedingungen unterworfen. Außerdem besteht die Möglichkeit, das 
umgebende Milieu besser zu kontrollieren und gezielt zu verändern, um die 
Wirkung verschiedener Substanzen dosisabhängig zu erforschen. 
(4) Ferner ermöglicht dieses Modell durch Aliquotierung der Zellen die 
Untersuchung einer Vielzahl von Bedingungen pro getötetem Tier, was neben 
praktischen Vorteilen auch in ethischer Hinsicht positiv zu bewerten ist. 
Die an unserem Institut gewonnen Herzmuskelzellen weisen wesentliche 
Eigenschaften des intakten Myokards auf, wie z.B. eine ausgeprägte 
Ansprechbarkeit des Glucosetransportes auf Insulin und andere Stimuli. Die 
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Isolierung der Myozyten erfolgt nach einem in unserem Labor entwickelten und 
weiter verfeinerten Verfahren [33]. Nach Narkotisierung der Ratte mit Äther 
wird der Thorax eröffnet und das Herz zügig herauspräpariert. Das noch 
schlagende Herz wird nun über ein mitherauspräpariertes Stück Aorta an eine 
Langendorff-Apparatur gehängt und retrograd mit der Ca2+-freien 
Perfusionslösung perfundiert, um das Blut aus den Herzkranzgefäßen zu 
entfernen. Anschließend erfolgt eine Perfusion mit Kollagenaselösung, deren 
Ca2+-Konzentration in 2 Schritten auf 0,2 mM erhöht wird. Wenn der 
Perfusionsfluss nach ca. 25 min deutlich zugenommen hat, wird das Herz 
abgenommen, mit kleinen Pinzetten grob zerlegt und für 10 min in einem 
Gemisch aus Kollagenase- und Batchlösung bei 37°C unter O2-Begasung 
geschüttelt. Das jetzt noch nicht vollständig zerkleinerte Herz wird nun mit 
Pinzetten fein zerkleinert und für weitere 5 min im Schüttelbad inkubiert. 
Während dieser Zeit wird die Ca2+-Konzentration durch schrittweise Zugabe von 
CaCl2 auf 1 mM erhöht. Anschließend wird die Zellsuspension durch ein 
Nylonnetz (Maschenweite 200 µm) filtriert und die Zellen vorsichtig 
abzentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt und die Zellen in 15 ml 
Lagerlösung aufgenommen. Bis zum Versuchsbeginn wird die Zellsuspension 
wenigstens stündlich mit O2 begast und unter sanfter Rotation bei 
Raumtemperatur gelagert. 
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Abb. 2: Langendorff-Apparatur zur Perfusion frisch präparierter Rattenherzen 
2.3 Behandlung der Zellen 
Kurz vor dem Experiment wird die Zellsuspension in 50-ml-
Zentrifugengläsern bei 13 x g abzentrifugiert, der Überstand, der vorwiegend 
tote Zellen enthält, rasch abgesaugt und das Pellet sofort in 15 ml des jeweiligen 
Versuchsmediums resuspendiert. Diese Prozedur wird zweimal wiederholt. Die 
gewaschenen Zellen werden abschließend in einem dem Umfang des Versuches 
entsprechenden Volumen des Versuchsmediums aufgenommen und bis zum 
Beginn des Experimentes unter sanfter Rotation bei Raumtemperatur 
aufbewahrt.  
In den im Folgenden beschriebenen Experimenten werden die Zellen den zu 
untersuchenden Agenzien ausgesetzt. Je nachdem, unter welchen Bedingungen 
dies geschieht, lassen sich folgende Versuchsprotokolle unterscheiden: 
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2.3.1 Intakte Zellen in einem normoxischen Milieu 
Nachdem die Zellen in der beschriebenen Weise vorbehandelt worden sind, 
werden sie nun gleichmäßig auf 10 bis 20 20-ml-Polyethylengefäße aufgeteilt, 
in denen unterschiedliche Bedingungen und Agenzien ausgetestet werden 
können. Hierzu pipettiert man jeweils 1 ml der Zellsuspension (ca. 2*105 Zellen 
≈ 1,5 mg Protein) in das Probengefäß, in das man bereits soviel 
Versuchsmedium vorgelegt hat, dass nach Zugabe der Agenzien das 
Endvolumen in allen Gefäßen mit 1,5 ml identisch sein wird. Das Gefäß wird 
nun in ein auf 37°C temperiertes Schüttelwasserbad gestellt. Die Zugabe der 
Agenzien erfolgt substanzspezifisch bereits zu Beginn oder im weiteren Verlauf 
der Inkubationszeit, in der Regel nach 30 min. Nach einer Stunde 
Gesamtinkubationsdauer schließt sich der eigentliche Glucosetransporttest an, 
der durch Zugabe von 50 µl dGlc-Lösung (3 µCi/ml) gestartet wird und bei dem 
die Proben für weitere 30 min bei 37°C unter Schütteln inkubiert werden, bevor 
die Glucoseaufnahme durch Zugabe von 100 µl Phloretin (400 µM 
Endkonzentration) gehemmt wird. Eine detaillierte Beschreibung des 
Glucosetransporttestes erfolgt unter 2.4. Bei diesem Versuch werden die Zellen 
also nur den zu testenden Agenzien ausgesetzt und befinden sich in einem 
normoxischen Milieu sowie mit Ausnahme weniger Spontankontraktionen in 
einem ruhenden Zustand  
2.3.2 Intakte Zellen in einem anoxischen Milieu 
In diesen Versuchen werden die Zellen zusätzlich einem anoxischen Milieu 
ausgesetzt. Anstelle der Polyethylengefäße kommen Glasvials mit einem 
Gummistopfen zur Anwendung, die mit Kanülen durchstochen werden können. 
Diese Kanülen dienen zum einen der Begasung, zum anderen der Zugabe von 
Zellen und Substanzen. Die Erzeugung der anoxischen Bedingungen kommt nun 
auf verschiedene Weise zustande. Bevor die Zellen als 1-ml-Aliquot aus der 
Zellsuspension in die Gefäße überführt werden, wird ein so berechnetes 
Volumen aus Versuchsmedium und probenspezifischen Substanzen vorgelegt, 
dass das Endvolumen in allen Gefäßen mit 3 ml identisch sein wird. Gleich zu 
Beginn werden das Enzym Oxyrase (1 unit/ml Endkonzentration) und sein 
Substrat Laktat (2 mM Endkonzentration) hinzupipettiert. Oxyrase ist ein 
Enzym, das die Reaktion von Sauerstoff mit einem Protonendonor, wie z.B. 
Laktat, zu Pyruvat katalysiert. Durch diese O2-reduzierende Reaktion wird 
Sauerstoff aus dem Versuchsmedium chemisch eliminiert. Zusätzlich wird das 
Gefäß über eine Kanüle mit Stickstoff begast. Über eine zweite Kanüle erfolgt 
der Gasabstrom. Für Versuche unter anoxischen Bedingung muss ein Kontakt 
der Zellen mit Luftsauerstoff auf jeden Fall ausgeschlossen sein. Dies wird 
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einerseits dadurch erreicht, dass der insufflierte Stickstoff den im Gefäß 
befindlichen Sauerstoff über einen Auswaschvorgang entfernt, andererseits wird 
ein Eindringen von Luftsauerstoff über die zweite Kanüle durch den ständig 
kammerauswärts gerichteten Gasstrom verhindert. Nach 10 min 
Stickstoffbegasung werden 1 ml Zellen zugegeben. Es folgt eine 30-minütige 
Inkubationszeit, in der die Zellen weiterhin mit Stickstoff begast werden. Auch 
die Kardiomyozyten tragen durch ihren eigenen O2-Verbrauch zur endgültigen 
Sauerstoffeliminierung in der Suspension bei. Nach Ablauf der Inkubationszeit 
wird der Glucosetransporttest mit 100 µl dGlc-Lösung (3 µCi/ml) gestartet und 
nach 10 min mit 100 µl Phloretin (400µM Endkonzentration) gestoppt. 
2.3.3 Permeabilisierte Zellen 
Schließlich wird die Glucosetransportrate noch an permeabilisierten Zellen 
gemessen. Diese Permeabilisierung erfolgt durch das aus Staphylococcus aureus 
gewonnene Protein α-Toxin, das ähnlich wie das Komplementsystem 
transmembranäre Poren bildet. Diese Methode der Glucosetransportmessung an 
permeabilisierten Zellen ist bereits erfolgreich an Adipozyten angewandt 
worden [43], um niedermolekulare (<5000 Da), nichtpermeable Substanzen 
durch die transmembranären Poren in die Zellen zu schleusen. Prinzip dieser 
Methode ist es, eine submaximale α-Toxin-Konzentration zu verwenden, bei der 
die Glucoseaufnahme über die Plasmamembrantransporter noch höher ist als die 
Rate, mit der Glucose über die Poren ein- oder ausgeschleust wird. Die 
Bestimmung dieser adäquaten α-Toxin-Konzentration erfolgte in Vorversuchen, 
an denen Christiane Löken (Institut für Physiologie, Aachen) wesentlichen 
Anteil hatte: Die Kardiomyozyten wurden hierzu für 1 h in Medium A in 
Anwesenheit von 10 nM Insulin und 2-Deoxy-D-[3H]-Glucose (dGlc, 1,25 µCi) 
inkubiert und auf diese Weise mit dGlc beladen. Anschließend wurden die 
Zellen 5x mit Medium B gewaschen und resuspendiert. Die Zellen wurden nun 
für weitere 80 min entsprechend der Gesamtdauer der unten beschriebenen 
Experimente in Anwesenheit verschiedener α-Toxin-Konzentrationen inkubiert. 
Die α-Toxin-Konzentration, bei der 50 % der aufgenommenen dGlc während 
dieser Zeit wieder freigesetzt wurde, galt als optimale Konzentration und wurde 
für die nachfolgenden Versuche verwendet. Bei neu angesetzten α-Toxin-
Chargen erfolgte eine erneute Testung, um die optimale Konzentration zu 
bestimmen. Diese variierte in Abhängigkeit der Charge zwischen 0,75 und 1,5 
µg/ml. 
Prinzipiell ist dieser Versuchsabschnitt mit den permeabilisierten Zellen nun 
wie folgt gestaltet:  
Die Zellen werden als 600-µl-Aliquot aus der Suspension in ein Probengefäß 
überführt, in das bereits das Versuchsmedium und α-Toxin (0,75-1,5 µg/ml 
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Endkonzentration) vorgelegt sind. Ähnlich wie bei den ruhenden, intakten 
Zellen erfolgt die Zugabe der bezüglich des Glucosetransportes zu 
untersuchenden Agenzien bereits zu Beginn oder im weiteren Verlauf der 
Inkubationszeit. Das Endvolumen beträgt in allen Probengefäßen 800 µl. Der 
Glucosetransporttest wird nach einer Inkubationszeit von 60 min mit 100 µl 
dGlc-Lösung (3 µCi/ml) gestartet und nach 20 min mit 1 ml Phloretin (400 µM 
Endkonzentration) gestoppt. 
2.4 Messung der Glucosetransportrate (Glucose-
transporttest) 
2.4.1 Grundlagen 
Nachdem die Zellen den oben beschriebenen Bedingungen ausgesetzt 
worden sind, wird nun die Glucosetransportrate unter Verwendung von 
2-Deoxy-D-[3H]-Glucose (dGlc) bestimmt. Ein definierter Teil dieses 
Glucosederivates ist mit Tritium radioaktiv markiert und gelangt somit auch in 
das Zellinnere. dGlc wird wie die natürliche D-Glucose über erleichterte 
Diffusion (und zwar über die gleichen Glucosetransporterproteine) 
aufgenommen. Treibende Kraft ist dabei der Konzentrationsgradient über die 
Plasmamembran. Als alternatives Substrat der Hexokinase durchläuft die dGlc 
auch noch den zweiten Schritt des natürlichen Glucosemetabolismus, die 
6-Phosphorylierung. Eine weitere Verstoffwechselung findet aber nicht statt, so 
dass die einmal aufgenommene Radioaktivität in der Zelle verbleibt. Die 
zelluläre Aufnahme von dGlc ist nur dann ein Maß für den Transport des 
Zuckers durch die Plasmamembran, wenn dieser Transport auch der limitierende 
Schritt in der Verstoffwechselung ist, wenn also die Phosphorylierung schneller 
verläuft als die Aufnahme über die Plasmamembran. In diesem Fall bleibt der 
Konzentrationsgradient an nichtphosphoryliertem Zucker und damit die 
treibende Kraft für die Glucoseaufnahme konstant. Eine Möglichkeit, diese 
Voraussetzung auf jeden Fall zu erfüllen, besteht darin, die Zellen mit so 
niedrigen Glucosekonzentrationen zu versetzen, dass die Glucose schneller 
metabolisiert wird, als sie durch Transport nachgeliefert werden kann [75]. Aus 
diesem Grund wird dGlc in mikromolaren (2 bis 4 µM) Konzentrationen 
eingesetzt verglichen mit einem physiologischen extrazellulären Glucosespiegel 
von ca. 5 mM. 
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2.4.2 Durchführung 
Der Transporttest wird durch Zugabe von dGlc (3 µCi/ml) zu jeder Probe 
gestartet. Anschließend werden die Proben in einem den Versuchsbedingungen 
angepassten Zeitraum (2 bis 30 min) bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Nach 
Ablauf der Inkubationszeit wird die weitere Glucoseaufnahme durch Zugabe 
von Phloretin (400 µM Endkonzentration), einem Inhibitor des Carrier 
vermittelten Glucosetransportes, gehemmt. Aus jeder Probe werden nun drei 
400 µl-Aliquots entnommen und auf je ein 2-ml-Zentrifugenröhrchen verteilt. In 
diese Röhrchen wurden bereits vorher 13 µl 35 %ige Perchlorsäure (Dichte: 
>1,03 g/ml) pipettiert und mit 1 ml Silikonöl (Dichte: 1,03 g/ml) überschichtet. 
Die (zur Einstellung der genauen Öldichte auf 40°C vorgewärmten) 
Zentrifugenröhrchen werden nun 1 min bei 10.000 x g in einer Tischzentrifuge 
zentrifugiert. Dadurch setzen sich die Myozyten (Dichte: ca. 1,035 g/ml) am 
Boden des Röhrchens ab und werden von der sich dort befindlichen 
Perchlorsäure aufgeschlossen. Das Versuchsmedium (Dichte: <1,03 g/ml) mit 
der überschüssigen, nicht aufgenommenen Radioaktivität hingegen setzt sich als 
Überstand ab und wird mit einem Großteil des Silikonöls abgesaugt. Die 
Zentrifugenröhrchen werden nun oberhalb des verbleibenden Inhalts 
abgeschnitten, die Böden mit den Zellpellets in 5-ml-Szintillationsgefäße 
überführt und mit 4 ml Szintillationsflüssigkeit versetzt. Die darin enthaltene 
Radioaktivität spiegelt die zellulär gebundene dGlc bzw. ihr 
Phosphorylierungsprodukt wider und kann mit einem Szintillationszähler 
gemessen werden.  
Die gemessene Aktivität entspricht jedoch nicht nur der dGlc, die über die 
Glucosetransporter in die Zelle gelangt ist. Zu berücksichtigen sind ferner ein 
Transporter unabhängiger Übertritt von dGlc in die Zelle (z.B. bei nicht mehr 
intakter Plasmamembran toter Zellen) sowie eine Kontamination mit 
Radioaktivität des an den Zellen anhaftenden und daher mit herunter 
zentrifugierten extrazellulären Mediums. Um diese nicht Transporter abhängige 
Aktivität zu erfassen, wird stets eine Nullprobe mitgeführt, in der bereits vor 
Zugabe des Tracers der Carrier vermittelte Glucosetransport durch Phloretin 
inhibiert wird. Die dabei gemessene Aktivität wird dann von den Aktivitäten der 
anderen Proben subtrahiert. Damit erhält man nun einen Wert für die Carrier 
vermittelte Glucoseaufnahme der Gesamtheit der Kardiomyozyten pro Probe. 
Die Zahl der Herzmuskelzellen pro Probe wird jedoch aufgrund 
unterschiedlicher Zellausbeuten bei der Präparation von Versuch zu Versuch 
variieren, so dass Werte aus verschiedenen Versuchen nicht direkt miteinander 
verglichen werden können. Anzustreben wäre also eine Aussage über die 
Aktivität pro Zellzahl. Als indirektes Maß für die Zellzahl kann die 
Proteinmenge in der Probe angesehen werden. Während des Versuches wird 
daher eine Parallelprobe aus der Zellsuspension zur Proteinbestimmung nach der 
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Biuret-Methode entnommen. So kann später auf die Proteinmenge in der Probe 
rückgeschlossen werden. Ein weiteres Problem der Vergleichbarkeit ergibt sich 
für Versuche, die mit unterschiedlichen dGlc-Chargen durchgeführt werden, da 
sich deren Aktivität pro Glucosemenge unterscheidet. Jedem neu angesetzten 
Tracer (bekannte Glucosemenge) wird daher ein definiertes Volumen 
entnommen und dessen Aktivität im Szintillationszähler gemessen. Der Quotient 
aus gemessener Aktivität und Glucosemenge ergibt die spezifische 
Traceraktivität. 
Aus Probenaktivität, Aktivität der Nullprobe, Proteinmenge und spezifischer 
Traceraktivität lässt sich nun die spezifische, über Carrier vermittelte 
Glucosetransportrate berechnen. Sie gibt die Glucosemenge an, die in einem 
bestimmten Zeitintervall über Glucosetransporter in die Zellen aufgenommen 
worden ist: 
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2.5 Glykolyse 
2.5.1 Grundlagen 
Die Glykolyse ist ein kataboler Stoffwechselweg des Zytoplasmas, der den 
Zellen zur Energiegewinnung sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben 
Bedingungen dient. Wie bereits oben beschrieben (vgl. 2.4.1), ist der 
limitierende Schritt der Glucoseverstoffwechselung unter vielen physiologischen 
Situationen der Glucosetransport über die Plasmamembran. Bei hohen 
Glucosekonzentrationen hingegen wird mehr Glucose aufgenommen, als in der 
anschließenden Glykolyse verstoffwechselt werden kann. 
Geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist dann vor allem die Reaktion von 
Fructose-6-phosphat zu Fructose-1,6-bisphosphat. Katalysiert wird die Reaktion 
durch die Phosphofructo-Kinase (PFK; E.C. 2.7.1.11), ein kompliziert 
reguliertes Enzym, das durch mehrere Faktoren allosterisch beeinflusst wird. 
Um nun die Wirkung verschiedener Agenzien auf die Glykolyse zu 
untersuchen, setzt man anstelle der niedrig konzentrierten dGlc-Lösung die 
Tracer-Lösung in einer Endkonzentration von 5mM ein. [3-3H]-Glucose wird 
wie normale Glucose verstoffwechselt. Bei der Spaltung von [3-3H]-Fructose-
1,6-bisphophat zu Dihydroxyaceton-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat 
durch die Aldolase fällt schweres Wasser an, das ein Maß für den glykolytischen 
Fluss darstellt [47]: 
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Abb. 3: Verstoffwechselung von D-[3-3H]-Glucose in den ersten Schritten der Glykolyse 
Um das schwere Wasser quantitativ mit Hilfe eines Szintillationszählers zu 
erfassen, muss es von der nicht verstoffwechselten D-[3-3H]-Glucose getrennt 
werden. Diese Stofftrennung erfolgt durch Flüssigchromatographie in einer 
Ionenaustauscher-Säule [11].  
2.5.2 Durchführung 
Bis zur Zugabe des Tracers unterscheiden sich die Glykolyseversuche nicht 
von den Glucosetransporttests. Nach Behandlung der Zellen mit den zu 
untersuchenden Agenzien wird anstelle der 2-Deoxy-D-[3H]-Glucose 50 µl 
gereinigte D-[3-3H]-Glucose zugegeben und für 30 min im temperierten 
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Schüttelbad inkubiert. Anschließend werden 1,2 ml der Suspension 
abgenommen und in 2-ml-Eppendorfgefäße überführt, in die bereits 120 µl 
70 %ige Perchlorsäure pipettiert worden sind. Die Proben werden kräftig 
geschüttelt (Vortex) und für 1 min bei 10.000 x g in einer Tischzentrifuge 
zentrifugiert. 1 ml des Überstandes werden nun mit 400 µl 3-molarer KOH und 
200 µl 1-molarer KHCO3 versetzt, so dass der pH-Wert bei ~ 7 liegt. Hiervon 
werden nun 1 ml vorsichtig auf die Chromatographiesäule aufgetragen. Als 
stationäre Phase dient ein Gel, AGR 1-X8-Resin (Format-Form), das vor den 
Experimenten zunächst dreimal mit di-Natriumtetraborat und anschließend mit 
Millipore-Wasser gewaschen wird (für weitere Details: siehe [11]). Nach 
Auftragen der Probe wird das Eluat in einem 20-ml-Polyethylengefäß 
aufgefangen. Um das schwere Wasser möglichst quantitativ aufzufangen, wird 
mit 2 ml Millipore-Wasser nachgespült und das Eluat im gleichen Gefäß 
aufgefangen. Dieser Vorgang wird nun zweimal mit je 3 ml Millipore-Wasser 
wiederholt, wobei das Eluat jeweils in ein neues Polyethylengefäß abläuft. Die 3 
Gefäße, die jetzt jeweils 3 ml Eluat enthalten, werden mit je 16 ml 
Szintillationsflüssigkeit gefüllt und die darin enthaltene Radioaktivität mit einem 
Szintillationszähler gemessen. 
Entsprechend der zunehmenden Verdünnung nimmt die Radioaktivität vom 
1. zum 3. Gefäß hin ab. Die Summe der gemessenen Aktivitäten gibt ein Maß 
für das in der Probe enthaltene schwere Wasser. Davon abzuziehen ist die 
Aktivität einer sogenannten Nullprobe als Maß für unspezifisch gebildetes, d.h. 
glykolyseunabhängiges, schweres Wasser. Sie wird bestimmt, indem der Tracer 
erst zugegeben wird, nachdem die Zellen bereits mit Perchlorsäure 
aufgeschlossen sind.  
2.6 Immunzytochemischer Nachweis von GLUT4 in 
der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie 
2.6.1 Grundlagen 
Nahezu alle Zelltypen können Glucose mit Hilfe entsprechender 
Transportsysteme über ihre Plasmamembran transportieren. Man unterscheidet 
bei Säugetieren im Prinzip zwei Glucosetransportsysteme: 
• zum einen den sekundär aktiven, natriumabhängigen Glucosetransport an der 
luminalen Seite der Epithelien des Intestinaltraktes und der Nieren, 
• zum anderen die Glucoseaufnahme durch erleichterte Diffusion in allen 
Zellen des Organismus. 
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Die erleichterte Diffusion wird gewährleistet durch die Funktion 
spezifischer, als Glucosetransporter dienender Proteincarrier in der 
Plasmamembran. Diese Glucosetransporter (GLUT) werden einer großen 
Familie zugeordnet mit inzwischen 13 Mitgliedern, die untereinander zum Teil 
beträchtliche Ähnlichkeiten aufweisen, gewebs- bzw. zellspezifisch exprimiert 
werden und durch externe Stimuli reguliert werden können. Anhand von 
Sequenzähnlichkeiten und charakteristischen Elementen kann die Familie der 
Glucosetransporter-ähnlichen Proteine in 3 Subfamilien unterteilt werden: 
Klasse I (mit den Glucosetransportern GLLUT1-4), Klasse II (mit dem 
Fructosetransporter GLUT5 und den Proteinen GLUT7, 9 und 11) und Klasse III 
(mit GLUT6, 8, 10, 12 und dem Myoinositoltransporter HMIT1) [51]. Aus der 
Aminosäuresequenz der Glucosetransporter kann man schließen, dass sie sich 
jeweils mit insgesamt 12 hydrophoben Transmembrandomänen in der 
Zytoplasmamembran anordnen [80]. In den insulinsensitiven Geweben Herz- 
und Skelettmuskulatur sowie Fettgewebe spielt der insulinregulierbare 
Glucosetransporter GLUT4 eine besondere Rolle [9;50]. Es ist bekannt, dass 
Zellen im Normalzustand den größten Teil ihrer GLUT4 in intrazellulären 
Membranvesikeln speichern. Unter dem Einfluss von Insulin verschmelzen 
diese Vesikel in einem als Exozytose bezeichneten Prozess mit der 
Plasmamembran. Die dadurch erhöhte Zahl der Glucosetransporter an der 
Zelloberfläche führt zu einem entsprechenden Anstieg der Geschwindigkeit der 
Glucoseaufnahme in die Zelle. In Abwesenheit von Insulin wird der Prozess 
durch Endozytose der in der Plasmamembran eingebetteten Glucosetransporter 
umgekehrt [45;96;125]. 
Eine Möglichkeit, die Verteilung an GLUT4 zwischen Plasmamembran und 
intrazellulären Membranvesikeln sichtbar zu machen, besteht in der Markierung 
dieser Transporter mit GLUT-Isoform-spezifischen, fluoreszierenden 
Antikörpern. Voraussetzung ist zunächst eine Fixierung und Permeabilisierung 
der Zellen, so dass die Transporter in ihrem jeweiligen Zustand fixiert sind und 
intra- wie extrazellulär für Moleküle wie Antikörper zugänglich sind. 
Anschließend können die Transporter mit einem gegen sie gerichteten 
Antikörper markiert werden und mit einem fluoreszierenden 
Sekundärantikörper, der sich an den Primärantikörper bindet, im konfokalen 
Laser-Scan-Mikroskop sichtbar gemacht werden. 
2.6.2 Durchführung 
Für die Durchführung der Versuche werden sogenannte Chamber Slides 
verwendet. Dies sind Glasobjektträger mit einem derart auf der Oberfläche 
fixierten Kunststoffrahmen, dass mehrere Kammern entstehen. Zunächst erfolgt 
die Lamininbeschichtung der Objektträger für die spätere Anheftung der Zellen: 
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Hierfür werden 200 µl PBS und 2 µl Laminin (1mg/ml NaCl) in je eine 
Chamber Slide-Kammer gegeben und durch vorsichtiges Schwenken 
gleichmäßig verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37°C werden die 
Reste der Lösung von den Objektträgern entfernt und diese einmal mit dem 
Versuchsmedium gewaschen.  
Die isolierten Kardiomyozyten werden ebenfalls mit dem Versuchsmedium 
gewaschen und darin aufgenommen, um anschließend je 200 µl dieser 
Zellsuspension in eine Kammer zu pipettieren. Es folgt eine 60-minütige 
Inkubationszeit bei 37°C (Brutschrank), in der sich die Zellen an das Laminin 
anheften. Nach Ablauf dieser Zeit werden die Kammern zweimal mit jeweils 0,5 
ml Versuchsmedium gewaschen und schließlich mit 0,5 ml Versuchsmedium 
inklusive der zu testenden Agenzien gefüllt. Nach einer Inkubationszeit von 30 
min bei 37°C werden die Zellen dreimal mit je 0,5 ml PBS gewaschen. 
Zur Fixierung und Permeabilisierung werden die Zellen nun mit 
eisgekühltem, absolutem Ethanol überschichtet und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird wiederum dreimal mit je 0,5 ml PBS 
gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Protein-Antikörper-
Wechselwirkungen werden die Zellen in den einzelnen Kammern mit jeweils 
0,5 ml PBS mit 0,5 % BSA, f.a.f., geblockt. Es folgt die erste Inkubation mit 
dem primären Antikörper, rabbit-anti-rat-GLUT4 („OSCRX“), in einer 
Verdünnung von 1:350 in PBS, 0,5 % BSA. Nach 1 h Inkubation bei 
Raumtemperatur werden die Zellen dreimal mit 70 µl PBS gewaschen. Die 
zweite Inkubation mit dem sekundären Antikörper, FITC-labelled goat anti-
rabbit antibodies, in einer Verdünnung von 1:100 in PBS, wird in abgedunkelter 
Umgebung durchgeführt. An die 20-minütige Inkubation schließt sich wiederum 
ein dreimaliger Waschvorgang mit PBS an. Auf die Objektträger werden nun 30 
µl Mounting-Medium (PBS:Glycerol im Verhältnis 1:1) aufgebracht und 
anschließend ein Deckgläschen aufgesetzt. Die Präparate werden bis zum 
Mikroskopieren dunkel und kühl gelagert. Der FITC-Fluorophor der sekundären 
Antikörper wird bei einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und die 
Fluoreszenzemission (λ=530 nm) bei 400-facher Vergrößerung in der Laser-
Scan-Mikroskopie detektiert. 
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2.7 Statistische Auswertung 
Die statistische Evaluierung von Differenzen zwischen experimentellen 
Gruppen wurde mit folgenden Tests durchgeführt: bei gepaarten Messwerten 
wurde bei Einfachvergleichen der Wilcoxon-Test (t-Test) für gepaarte 
Stichproben und bei Mehrfachvergleichen der ANOVA-Test nach Bonferoni 
angewandt. Bei Versuchsreihen, bei denen die Ergebnisse jeweils auf eine 
Kontrolle normiert werden mussten, wurde der Vergleich mit dem Kontrollwert 
durch Einstichproben-Wilcoxon-Test (Einstichproben-t-Test) vorgenommen. 
Die entsprechenden Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Statistikprogramms 
Instat2 (GraphPad Software). Die Grafiken wurden mit dem 
Datenkalkulationsprogramm Prism (GraphPad Software) erstellt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Einfluss von cGMP-Analoga auf den 
Glucosetransport 
3.1.1 Wirkung von cGMP auf intakte Zellen in einem 
normoxischen Milieu 
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass NO bzw. sein Second 
messenger cGMP neben den bekannten vaskulären Effekten auch metabolische 
Wirkungen im Myokard ausüben, im Sinne einer Unterdrückung des 
Glucosestoffwechsels [21]. Es ist bisher nicht klar, an welcher Stelle die 
Glucoseutilisation gehemmt wird. Die an perfundierten Herzen durchgeführten 
Studien legen den Schluss nahe, dass cGMP das myokardiale Glucosetransport-
System und möglicherweise auch die Phosphofruktokinase, ein Schlüsselenzym 
der Glykolyse, beeinflusst [21].  
Ziel der nachfolgenden Versuchsreihe ist es, den Einfluss von cGMP auf 
den Glucosetransport von basalen (nicht-stimulierten) sowie von Insulin-
stimulierten Zellen zu untersuchen. Hierfür werden zwei verschiedene 
membranpermeable cGMP-Analoga verwendet: 8-(4-chlorophenylthio)-cGMP 
(8-pCPT-cGMP, 200 µM) sowie 8-Bromo-cGMP (8-Br-cGMP, 100 µM). Beide 
Substanzen aktivieren – wie das natürliche cGMP – die Proteinkinase G; 
8-pCPT-cGMP hat darüber hinaus aber keinen Einfluss auf cGMP-abhängige 
Enzyme, wie zum Beispiel die cGMP-regulierten Phosphodiesterasen. Der 
Versuchsablauf ist im Kapitel 2.3.1 beschrieben. 
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Abb. 4: Wirkung von cGMP-Analoga auf den Glucosetransport in basalen (nicht-
stimulierten) und Insulin-stimulierten Kardiomyozyten  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C ohne oder mit 8-pCPT-cGMP (200 µM) bzw. 
8-Br-cGMP (100 µM) inkubiert, bevor Insulin (10 nM, d.h. eine maximal bzw. supramaximal 
wirksame Konzentration) zugegeben wurde. Nach einer weiteren 30-minütigen Inkubation 
wurde die Rate des dGlc-Transportes über einen Zeitraum von 30 min gemessen. Die 
Ergebnisse sind Mittelwerte aus 5-10 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05 
verglichen mit der entsprechenden Kontrolle in Abwesenheit eines cGMP-Analogons (t-Test 
für gepaarte Stichproben). 
Abb. 4 lässt erkennen, dass sowohl 8-pCPT-cGMP als auch 8-Br-cGMP die 
basale Glucosetransportrate senken, wobei die Hemmung durch 8-pCPT-cGMP 
mit 40 % deutlich stärker ausfällt. Ähnlich sind die Verhältnisse beim Insulin-
stimulierten Glucosetransport. Insulin zählt zu den stärksten Stimuli des 
Glucosetransportes. Die Tranportrate wurde in den von uns isolierten 
Kardiomyozyten gegenüber der nicht-stimulierten (basalen) Kontrolle um 
durchschnittlich das 7-8fache gesteigert (bei diesen und allen im Folgenden 
beschriebenen Experimenten wurde Insulin in einer maximal wirksamen 
Konzentration eingesetzt). Dies stimmt überein mit Versuchen an isoliert 
perfundierten Herzen, bei denen ebenfalls über eine 8fache Steigerung der 
Glucoseaufnahme berichtet wird [128]. An diesen Insulin-stimulierten Zellen 
bewirkt 8-pCPT-cGMP eine etwa 30 %ige Hemmung des Glucosetransportes, 
8-Br-cGMP führt tendenziell zu einer Abnahme, jedoch zu keiner signifikanten 
Reduktion. 
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3.1.2 Wirkung von cGMP auf intakte Zellen unter 
hypoxischen Bedingungen 
Neben Insulin gibt es eine Reihe weiterer physiologischer und 
pathophysiologischer Faktoren, die Einfluss auf den Glucosetransport nehmen. 
Es ist bereits bekannt und an den in unserem Labor isolierten Kardiomyozyten 
nachgewiesen, dass Hypoxie bzw. Anoxie den myokardialen Glucosetransport 
stimulieren [15;28;109]. Nachfolgend soll untersucht werden, ob cGMP auch 
unter diesen Bedingungen Einfluss auf den Glucosetransport ausübt.  
Zur Unterbrechung der energieliefernden mitochondrialen Vorgänge gibt es 
prinzipiell zwei Möglichkeiten: 1) Erzeugung eines anoxischen Milieus; 
2) Hemmung der Atmungskette oder der oxidativen Phosphorylierung durch 
spezifische Hemmstoffe. Entsprechend ihrem Wirkungsort lassen sich diese 
einteilen in Hemmstoffe der Atmungskette, Hemmstoffe der oxidativen 
Phosphorylierung und Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung. Eine 
stimulierende Wirkung auf den Glucosetransport ist bereits für alle Substanzen 
beschrieben [16;116;121]. Für unsere Versuche verwendeten wir zum einen 
Rotenon, einen Hemmstoff der Atmungskette zwischen FMN und Coenzym Q, 
sowie das Antibiotikum Oligomycin B, einen spezifischen Inhibitor der 
F1/F0-ATPase. Zur Erzeugung einer physikalischen Anoxie sowie zur 
Durchführung des Glucosetransporttestes unter diesen Bedingungen sei auf das 
Kapitel 2.3.2 verwiesen. Die Abb. 5 und Abb. 6 fassen die in diesen Messreihen 
gewonnenen Daten zur Quantifizierung der Glucosetransporthemmung durch 
8-Br-cGMP und 8-pCPT-cGMP zusammen. 
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Abb. 5: Wirkung von 8-Br-cGMP auf den Glucosetransport isolierter Kardiomyozyten unter 
Blockade des mitochondrialen Energiestoffwechsels  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C ohne oder mit 8-Br-cGMP (100 µM) inkubiert, 
bevor Oligomycin B (1 µM) oder Rotenon (6 µM) zugegeben wurde. Nach weiteren 50 min 
schloss sich ein Glucosetransporttest mit dGlc an. Die Anoxie-Proben wurden einer 30-
minütigen Anoxie-Phase wie beschrieben unterzogen. Anschließend wurde ein 
Glucosetransporttest mit dGlc für 10 min durchgeführt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 
5-10 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05; **: P < 0,01 verglichen mit der 
entsprechenden Kontrolle in Abwesenheit von 8-Br-cGMP (t-Test für gepaarte Stichproben). 
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Abb. 6: Hemmung der Oligomycin-induzierten Glucosetransportsteigerung durch 
8-pCPT-cGMP  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C ohne und mit 8-pCPT-cGMP (200 µM) inkubiert, 
bevor Oligomycin B (1 µM) zugegeben wurde. Nach weiteren 50 min wurde die myozytäre 
Glucosetransportrate über einen Zeitraum von 30 min bestimmt. Die Ergebnisse sind 
Mittelwerte aus 6-10 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05; ***: P < 0,001 
verglichen mit der entsprechenden Kontrolle in Abwesenheit von 8-Br-cGMP (t-Test für 
gepaarte Stichproben). 
Oligomycin B, Rotenon und physikalische Anoxie lassen die 
Glucosetransportrate etwa um das 4-6fache ansteigen. 8-Br-cGMP führt unter all 
diesen Bedingungen zu einer etwa 20 %igen Hemmung des Glucosetransportes. 
Noch deutlicher fällt die Reduzierung der Oligomycin-stimulierten 
Glucoseaufnahme durch 8-pCPT-cGMP mit 40 % aus.  
Zusammengefasst lässt sich also feststellen: Sowohl 8-Br-cGMP als auch 
8-pCPT-cGMP üben einen hemmenden Einfluss auf die Glucoseaufnahme aus, 
wobei die Hemmung bei Insulin-stimulierten Zellen im Vergleich zu basalen 
und durch Energiemangel stimulierten prozentual schwächer ausfällt. Der 
selektive Proteinkinase G-Aktivator 8-pCPT-cGMP führt zu einer stärkeren 
Hemmung als 8-Br-cGMP. 
3.1.3 Konzentrationsabhängigkeit der cGMP-Wirkung 
Als nächstes galt es zu zeigen, dass die Hemmung des Glucosetransportes 
kein unspezifischer oder sogar toxischer Effekt der cGMP-Analoga war. Hierzu 
interessierte uns zunächst einmal die Abhängigkeit der Wirkung von der 
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Konzentration der cGMP-Analoga. Diese wurde an Oligomycin-stimulierten 
Zellen bestimmt, also unter Bedingungen, unter denen wir die stärkste 
Reduktion des Glucosetransportes beobachtet hatten. 
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Abb. 7: Konzentrationsabhängikeit der 8-Br-cGMP-Wirkung auf den Oligomycin-stimulierten 
Glucosetransport  
Kardiomyozyten wurden 30 min bei 37°C in unterschiedlichen 8-Br-cGMP-Konzentrationen 
(0, 10, 30, 100, 200 µM) inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der 
Glucosetransportrate mit dem Glucosetransporttest (dGlc für 30 min). Die Ergebnisse sind 
Mittelwerte aus mindestens 4 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05 verglichen 
mit der entsprechenden Kontrolle in Abwesenheit von 8-Br-cGMP (ANOVA). 
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Abb. 8: Konzentrationsabhängikeit der 8-pCPT-cGMP-Wirkung auf den Oligomycin-
stimulierten Glucosetransport  
Kardiomyozyten wurden 30 min bei 37°C in unterschiedlichen 8-pCPT-cGMP-
Konzentrationen (0, 30, 100, 200, 400 µM) inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung 
der Glucosetransportrate mit dem Glucosetransporttest (dGlc für 30 min). Die Ergebnisse sind 
Mittelwerte aus mindestens 4 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05; 
**: P < 0,01; ***: P < 0,001 verglichen mit der entsprechenden Kontrolle in Abwesenheit von 
8-pCPT-cGMP (ANOVA). 
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Wie in Abb. 7 und 8 dargestellt, ist der größte Teil der Glucose-
transporthemmung durch 8-Br-cGMP bei einer Konzentration von 100 µM 
erreicht, durch 8-pCPT-cGMP bei einer Konzentration von 200 µM. Höhere 
Konzentrationen führen bei beiden cGMP-Analoga zu keiner weiteren 
Reduktion des Glucosetransportes, so dass ein toxischer Effekt mit einer 
Beeinträchtigung der Zellintegrität und unspezifischer Glucoseaufnahme 
unwahrscheinlich ist. Dies deckt sich auch mit unseren Beobachtungen am 
Mikroskop, bei denen sich in den verschiedenen Ansätzen keine Unterschiede 
im Anteil der toten Zellen zeigten. Auch die in der Literatur beschriebenen 
effektiven Konzentrationen liegen in diesem Bereich [112;114]. 
3.1.4 Wirkung des Guanylat-Zyklase-Aktivators YC-1 und 
der Inhibitoren ODQ und LY83583 
Es ist nun zu erwarten, dass auch Interventionen, die den intrazellulären 
cGMP-Spiegel verändern, zu einer entsprechenden Modulation des 
Glucosetransportes führen. Direkten Einfluss auf den cGMP-Spiegel nimmt die 
Guanylat-Zyklase, die die Umwandlung von intrazellulärem GTP in cGMP 
katalysiert. Dieses Enzym kann durch verschiedene Substanzen gehemmt oder 
aktiviert werden. YC-1 ist ein NO-unabhängiger Aktivator der löslichen 
Guanylat-Zyklase und führt zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels in 
Kardiomyozyten [114]. Als Guanylat-Zyklase-Inhibitor verwendeten wir ODQ, 
von dem beschrieben ist, dass es die cGMP-Bildung in Kardiomyozyten effektiv 
hemmt [87;102;112]. 
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Abb. 9: Wirkung des Guanylat-Zyklase-Aktivators YC-1 und des Guanylat-Zyklase-Inhibitors 
ODQ auf den Glucosetransport  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C in Abwesenheit (Kontrolle) bzw. in Anwesenheit 
von YC-1 (30 µM) bzw. ODQ (10 µM) inkubiert, bevor Insulin (10 nM) oder Oligomycin B 
(1 µM) zugegeben wurden. Nach weiteren 50 min wurde der dGlc-Transport über einen 
Zeitraum von 30 min gemessen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 3-9 unabhängigen 
Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05 verglichen mit der entsprechenden Kontrolle in 
Abwesenheit von YC-1 und ODQ (t-Test für gepaarte Stichproben). Dimethylsulfoxid, das 
zum Auflösen von YC-1 und ODQ diente (maximale Endkonzentration von DMSO: 0,3 %), 
hatte keinen Einfluss auf die basale sowie Insulin- und Oligomycin-stimulierte 
Glucosetransport-Aktivität (nicht gezeigt). 
Deutlich erkennt man, dass YC-1 die Glucosetransportrate sowohl in 
basalen als auch in Insulin- und Oligomycin-stimulierten Kardiomyozyten um 
etwa 20 % hemmt. ODQ hingegen führt zu einer bis zu 25 %igen Steigerung der 
Glucoseaufnahme verglichen mit den Proben in Abwesenheit des Inhibitors.  
Eine interessante Beobachtung machten wir mit einem weiteren 
kompetitiven Guanylat-Zyklase-Inhibitor. LY83583 führt zu einer etwa 5fachen 
Stimulation der basalen Glucosetransportrate (Abb. 10), also ein Effekt, der 
sicherlich nicht alleine durch eine Senkung des intrazellulären cGMPs erklärt 
werden kann. Prasad et al. [86] berichten ebenfalls über eine 7-8fache 
Stimulation des Glucosetransportes durch LY83583 in Leberzellen von Ratten. 
Dieser Effekt war unabhängig von Änderungen des cGMP-Spiegels. Es ist 
bekannt, dass LY83583 zu einer verstärkten Bildung von Superoxidanionen 
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(O2-) führt [1;18;110], die durch die Superoxiddismutase in H2O2 umgewandelt 
werden können. In unserem Labor ist bereits gezeigt worden, dass H2O2 den 
Glucosetransport um den Faktor 4-8 stimuliert [34], so dass man davon 
ausgehen kann, dass die Hauptwirkung des LY83583 auf der Bildung von H2O2 
beruht. Bekräftigt wurde dies durch die Zugabe der Antioxidantien Katalase und 
Glutathion, die die Wirkung von LY83583 auf den Glucosetransport stark 
abschwächten (nicht gezeigt). In diesem Zusammenhang untersuchten wir noch 
die Wirkung von cGMP auf den Glucosetransport von Kardiomyozyten, die mit 
H2O2 stimuliert wurden. 8-Br-cGMP führt in diesen Zellen zu einer etwa 
20 %igen Hemmung des Glucosetransportes. Auch das atriale natriuretische 
Peptid (ANP), welches bekanntlich den cGMP-Spiegel von Herzmuskelzellen 
erhöht [82], reduziert die Glucosetransportrate, wenn auch in geringerem 
Ausmaß (etwa 10 %) als die cGMP-Analoga oder YC-1 (Abb. 10). 
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Abb. 10: Wirkung von LY83583 auf den basalen und von 8-Br-cGMP und ANP auf den H2O2-
stimulierten Glucosetransport  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C ohne oder mit 8-Br-cGMP (100 µM) bzw. ANP 
(1 µM) inkubiert, bevor Wasserstoffperoxid (H2O2, 100 µM) für 30 min zugegeben wurde. 
Die Inkubationszeit für LY83583 (10µM) betrug ebenfalls 30 min. Anschließend wurde ein 
Glucosetransporttest mit dGlc für 30 min durchgeführt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 
3-11 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05 verglichen mit der H2O2-Probe (t-Test 
für gepaarte Stichproben). 
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3.1.5 Beeinflussung der NO-Konzentration 
Da cGMP den Second messenger von NO in vielen Zielorganen darstellt, 
stellte sich die Frage, ob NO ähnliche Effekte auf den Glucosetransport ausübt 
wie die beiden cGMP-Analoga. Als NO-Donor verwendeten wir 
Nitroprussidnatrium (SNP, 100 µM). Die verwendete Konzentration lag im 
Bereich der in der Literatur beschriebenen effektiven Konzentrationen [23]. Da 
aus Nitroprussidnatrium pro Mol NO gleichzeitig 5 Mol Cyanidionen freigesetzt 
werden, gaben wir zusätzlich das Enzym Rhodanese (1,3 units/ml) mit seinem 
Substrat Thiosulfat (1 mM) in das Inkukabtionsmedium. Die freigesetzten 
Cyanidionen werden auf diese Weise in das weniger toxische Rhodanid 
überführt [105]. Rhodanese und Thiosulfat selbst hatten keinen Einfluss auf den 
Glucosetransport.  
Wie in Abb. 11 ersichtlich, kam es jedoch weder in basalen noch in Insulin-
stimulierten Kardiomyozyten zu einer Beeinflussung der Glucosetransportrate 
durch SNP, insbesondere zu keiner Hemmung des Glucosetransportes. Auch die 
beiden Inhibitoren der NO-Synthase, L-NMMA und L-NAME, in 
Konzentrationen von 1 und 100 µM hatten keine Effekte auf die 
Glucosetransportrate (nicht gezeigt). Das Gleiche galt für den NO-Donor SNAP 
(1 und 100 µM) sowie für die Aminosäure L-Arginin (10 mM), aus der in einer 
komplexen Reaktion über die NO-Synthase Stickstoffmonoxid gebildet wird. 
Bradykinin (0,1 µM) und Acetylcholin (0,1 µM) bzw. sein Derivat Carbachol 
(100 µM), die die Freisetzung von NO stimulieren [60], hatten ebenfalls keine 
Wirkung auf den Glucosestoffwechsel (nicht gezeigt). 
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Abb. 11: Wirkung von SNP auf den Glucosetransport in basalen (nicht-stimulierten) und 
Insulin-stimulierten Kardiomyozyten  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C ohne oder mit SNP (100 µM) + Rhodanese 
(1,3 units/ml) + Thiosulfat (1 mM) inkubiert, bevor Insulin (10 nM) zugegeben wurde. Nach 
einer weiteren 30-minütigen Inkubation wurde die Rate des dGlc-Transportes über einen 
Zeitraum von 30 min gemessen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 6 unabhängigen 
Experimenten (+ SEM) (t-Test für gepaarte Stichproben). 
3.1.6 Wirkung von cAMP auf den Glucosetransport 
In Kardiomyozyten sind drei Arten von Enzymen bekannt, deren Funktion 
durch cGMP moduliert wird [118]: (i) cGMP-abhängige Proteinkinasen (PKG); 
(ii) cAMP-Phosphodiesterasen und (iii) cGMP-abhängige Ionenkanäle [2;8]. 
Intrazelluläre cGMP-Spiegel-Änderungen können demnach auch zu 
Veränderungen der cAMP-Konzentration führen, z.B. durch Hemmung der 
Phosphodiesterase III [68]. Außerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
die bei uns verwendeten cGMP-Analoga nicht zu einer unspezifischen 
Aktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase führen [37] und auf diese 
Weise eine Wirkung hervorrufen, die normalerweise durch cAMP ausgelöst 
wird. Eine cAMP-vermittelte Hemmung des Glucosetransportes durch den 
β-adrenergen Agonisten Isoprenalin ist bereits unter verschiedenen 
Bedingungen beschrieben worden [35;99].  
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Mit der nachfolgenden Versuchsreihe soll überprüft werden, ob die oben 
beschriebenen cGMP-Effekte möglicherweise über einen cAMP-abhängigen 
Signalweg vermittelt werden. 
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Abb. 12: Wirkung von cAMP auf den Glucosetransport in basalen (nicht-stimulierten) und 
Insulin-stimulierten Kardiomyozyten  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C ohne und mit Isoprenalin (10 nM) bzw. 
8-pCPT-cAMP (200 µM) inkubiert, bevor Insulin (10nM) für weitere 30 min zugegeben 
wurde. Anschließend erfolgte die Bestimmung der dGlc-Transportrate über einen Zeitraum 
von 30 min. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 4-12 unabhängigen Experimenten (+ SEM). 
*: P < 0,05 gegenüber Insulin allein (t-Test für gepaarte Stichproben). 
Wie in Abb. 12 dargestellt, führen weder Isoprenalin noch das 
membranpermeable cAMP-Analogon 8-pCPT-cAMP zu einer Hemmung der 
basalen oder Insulin-stimulierten Glucosetransportrate. Isoprenalin verstärkt 
sogar noch signifikant die Insulinwirkung auf den Glucosetransport (+ 15 % 
gegenüber Insulin alleine). Diese Wirkungen werden im Folgenden noch an 
permeabilisierten Zellen untersucht (vgl. Kapitel 3.1.7.2). 
3.1.7 Beobachtungen an permeabilisierten Zellen 
Obwohl in den vorangegangenen Versuchsreihen membranpermeable 
cGMP- bzw. cAMP-Analoga verwendet wurden, könnte ihre intrazelluläre 
Verfügbarkeit (und damit ihre Wirksamkeit) durch die Rate ihrer 
Membranpassage limitiert werden. Es wurden deshalb weitere analoge 
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Experimente an Myozyten durchgeführt, deren Zellmembran einer kontrollierten 
Permeabilisierung unterzogen wurde. 
3.1.7.1 Überprüfung und Wirkung der Permeabilisierung 
Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit α-Toxin (= α-Hämolysin), 
einem 33-kDa schweren Protein, das etwa 3 nm große transmembranäre Poren 
bildet und auf diese Weise die transmembranäre Passage niedermolekularer 
Stoffe (< 5 kDa) ermöglicht [40]. Nachdem wir in Vorversuchen die geeignete 
α-Toxin-Konzentration bestimmt hatten (siehe 2.3.3), galt es nun zunächst, die 
Auswirkung der Permeabilisierung an sich auf den Glucosetransport zu 
untersuchen. Wie in Abb. 13 dargestellt, hat α-Toxin keinen Einfluss auf die 
relative Glucosetransportstimulation durch Insulin. Sowohl in permeabilisierten 
als auch in nicht-permeabilisierten Zellen führt Insulin unter diesen 
experimentellen Bedingungen zu einer 2-3fachen Steigerung der 
Glucosetransportrate. Einzig die absolute Glucosetransportrate ist in Gegenwart 
von α-Toxin etwa um die Hälfte geringer als in Abwesenheit von α-Toxin. Dies 
entsprach unserer Erwartung, dass es durch die transmembranären Poren zu 
einem Verlust des intrazellulär gebildeten [3H]-Deoxy-glucose-6-phosphats 
kommt und dadurch die gemessene zellgebundene Radioaktivität geringer 
ausfällt. Dass die relative Stimulierung des Glucosetransportes durch Insulin (ob 
mit oder ohne α-Toxin) insgesamt weniger ausgeprägt ist (2-3fach gegenüber 
der basalen Kontrolle) als beim Versuchsansatz an intakten Zellen (7-8fach), 
liegt am Calcium-freien Puffer (Medium B, siehe Kapitel 2.1.3), in dem der 
Permeabilisierungsansatz durchgeführt wird; so wurde in einer Studie in 
unserem Labor gezeigt, dass eine Senkung des extrazellulären Calciumspiegels 
die absolute basale Glucosetransportrate erhöht und gleichzeitig die Insulin-
stimulierte Rate vermindert [30]. 
Einen weiteren Beweis für die Effektivität der Permeabilisierung lieferte 
GTPγS, das nur in Gegenwart von α-Toxin zu einer etwa 2fachen Stimulation 
des Glucosetransportes führte. GTPγS ist ein nicht-permeables G-Protein-
aktivierendes GTP-Analogon, das den Glucosetransport Insulin-sensitiver Zellen 
stimuliert. Die Wirkung ist dabei additiv zur Insulinwirkung (siehe Abb. 13) in 
Übereinstimmung mit früheren Studien an Adipozyten [111] und 
Kardiomyozyten [74]. Denkbar wäre nun, dass die Glucosetransport 
stimulierende Wirkung von GTPγS auf dem Lithiumgehalt beruhe, das alle 
kommerziell verfügbaren GTPγS-Präparate enthalten. Lithium ist ein bekannter 
Stimulus des muskulären Glucosetransportes [17;39]. In weiteren Versuchen 
unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch gezeigt werden, dass eine 
Li+-Konzentration von 0,8 mM entsprechend einer Konzentration, die bei 
Zugabe von 200 µM GTPγS anfällt, keinen Einfluss auf die basale 
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Glucosetransportrate in α-Toxin-behandelten Zellen hat (23,7 + 2,4 ohne Li+ im 
Vergleich zu 24,7 +2,9 pmol pro h pro mg Protein mit Li+; n=7). Schließlich 
lässt sich die Glucoseaufnahme in Anwesenheit von GTPγS + Insulin fast 
vollständig durch den Glucosetransport-Inhibitor Phloretin unterdrücken.  
Aus den in Abb. 13 dargestellten Daten schließen wir, dass (i) α-Toxin unter 
diesen Bedingungen zu einer effektiven Permeabilisierung der Kardiomyozyten 
führt; (ii) gleichzeitig eine Carrier-vermittelte, Insulin- und GTPγS-ansprechbare 
Glucoseaufnahme gemessen werden kann und (iii) α-Toxin zu keiner 
signifikanten Beeinflussung des Glucosetransportsystems führt. 
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Abb. 13: Validierung des Permeabilisierungsprotokolls  
Kardiomyozyten wurden 20 min bei 37°C in Medium B mit oder ohne α-Toxin wie 
beschrieben inkubiert, bevor Insulin (10 nM), GTPγS (200 µM) oder beide Substanzen 
zugegeben wurden. Nach einer weiteren 30-minütigen Inkubation wurde der dGlc-Transport 
über einen Zeitraum von 20 min bestimmt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus mindestens 4 
unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001 verglichen 
mit dem entsprechenden Basalwert; §: P < 0,001 gegenüber Insulin allein (ANOVA). 
3.1.7.2 Wirkung von cAMP und cGMP auf den Glucosetransport 
Wie bereits in Kapitel 3.1.6 beschrieben, führt Isoprenalin an intakten 
Kardiomyozyten zu einer signifikanten Verstärkung der Insulinwirkung auf den 
Glucosetransport (+ 15 % gegenüber Insulin alleine). Wenn es sich hierbei um 
eine cAMP-vermittelte Wirkung handeln sollte, müsste auch die Verabreichung 
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von cAMP an permeabilisierte Kardiomyozyten ähnliche Effekte hervorrufen. 
Außerdem interessierte uns die Frage, welchen Einfluss 8-Br-cGMP unter 
diesen Bedingungen auf den Glucosetransport ausübt. Die an permeabilisierten 
Kardiomyozyten gewonnenen Daten sind in Abb. 14 zusammengefasst. 
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Abb. 14: Wirkung von Isoprenalin, cAMP und 8-Br-cGMP auf den Insulin-stimulierten 
Glucosetransport in permeabilisierten Zellen  
Kardiomyozyten wurden mit α-Toxin für 20 min permeabilisiert und anschließend mit 
Isoprenalin (100 nM), cAMP (30 µM) oder 8-Br-cGMP (30 µM) inkubiert, bevor Insulin 
(10 nM) für weitere 30 min zugegeben wurde. Es folgte die Bestimmung der 
dGlc-Transportrate über einen Zeitraum von 20 min. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 
5-6 unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05 gegenüber Insulin allein (ANOVA). 
Deutlich erkennt man, dass sowohl Isoprenalin als auch cAMP die 
Insulinwirkung auf den Glucosetransport verstärken. Interessanterweise fällt die 
potenzierende Wirkung von Isoprenalin (+ 29 % gegenüber Insulin alleine) an 
permeabilisierten Zellen stärker aus als an intakten Zellen (+ 15 %, vgl. Abb. 
12). cAMP führt sogar zu einer 52 %igen Steigerung der Glucosetransportrate 
im Vergleich zu Insulin alleine. Bemerkenswert ist, dass 8-Br-cGMP unter den 
gleichen Bedingungen, also in permeabilisierten Zellen, den Insulin-stimulierten 
Glucosetransport um 20 % hemmt. 
An permeabilisierten Zellen, die mit Insulin + cAMP stimuliert wurden, fiel 
die hemmende Wirkung durch 8-Br-cGMP mit 40 % sogar noch stärker aus 
(siehe Abb. 15). Eine weitere Versuchsreihe an nicht-permeabilisierten Zellen 
zeigte schließlich, dass der membranpermeable Proteinkinase A-Inhibitor 
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Rp-cAMPS (200 µM) bei einer 10 minütigen Inkubation vor Zugabe von 
8-pCPT-cGMP (200 µM) dessen hemmende Wirkung auf den Glucosetransport 
nicht unterdrücken konnte (nicht gezeigt). 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass (i) die hemmenden Effekte 
der cGMP-Analoga auf den Glucosetransport nicht über eine Steigerung des 
intrazellulären cAMP-Spiegels oder eine Aktivierung der cAMP-abhängigen 
Proteinkinase vermittelt werden und (ii) cAMP die Insulinwirkung auf den 
Glucosetransport sogar noch verstärkt. 
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Abb. 15: Wirkung von 8-Br-cGMP auf den Glucosetransport in permeabilisierten Zellen, die 
mit Insulin + cAMP stimuliert wurden  
Kardiomyozyten wurden mit α-Toxin für 20 min permeabilisiert. In den entsprechenden 
Proben wurde 8-Br-cGMP (30 µM) 10 min vor cAMP (50 µM) zugegeben. Nach weiteren 
10 min erfolgte die Inkubation mit Insulin (10 nM) für 30 min, bevor die Rate des 
dGlc-Transportes für 20 min gemessen wurde. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 4-10 
unabhängigen Experimenten (+ SEM). *: P < 0,05 gegenüber Insulin allein; §: P < 0,05 
gegenüber Insulin + cAMP (ANOVA). 
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3.2 Einfluss von cGMP auf die subzelluläre 
Verteilung von GLUT4 
Nachdem wir die cGMP-Effekte auf den Glucosetransport in den 
vorausgegangenen Experimenten untersucht hatten, interessierte uns nun der 
Mechanismus, durch den die cGMP-Wirkung vermittelt wird. Die 
Glucosetransportrate wird im Wesentlichen von der Anzahl der 
Glucosetransporter (GLUT) bestimmt, die in der Plasmamembran der Zellen 
vorliegen [45]. Diese Anzahl ist wiederum abhängig vom Verhältnis der 
Transporterexozytose zur -endozytose, d.h. von den Raten, mit denen diese 
Transporter aus einer intrazellulären, vesikulären Reserve in die 
Plasmamembran transloziert und eingebaut bzw. von der Zelloberfläche ins 
Zellinnere zurückbefördert werden [46;96;125]. Diese zyklischen 
Transportprozesse der GLUTs bezeichnet man als GLUT-„Trafficking“. Da 
bekannt ist, dass Insulin die Rate der Transporterexozytose steigert, was zu einer 
Umverteilung von GLUTs (vorwiegend GLUT4) aus der intrazellulären Reserve 
in die Plasmamembran führt und somit die zelluläre Glucoseaufnahme-Kapazität 
erhöht, lag die Frage auf der Hand, ob dementsprechend die hemmende cGMP-
Wirkung auf den Glucosetransport mit einer Abnahme der GLUTs auf der 
Plasmamembran einhergeht.  
Zur Beantwortung dieser Frage untersuchten wir den Einfluss von cGMP 
auf die subzelluläre Verteilung der Insulin-regulierten Isoform GLUT4 mit Hilfe 
der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie. Die frisch isolierten Kardiomyozyten 
wurden, wie unter 2.4.2 beschrieben, auf dem Boden der „Chamber Slides“ 
angeheftet und anschließend mit oder ohne 8-pCPT-cGMP und Insulin 
inkubiert. Nach der Inkubation folgte die Fixierung der Zellen und Markierung 
der GLUT4 mit Fluoreszenz-beladenen Antikörpern. In der konfokalen Laser-
Scan-Mikroskopie wurden diese dann unter entsprechender Anregung der 
Fluoreszenzkonjugate sichtbar gemacht. In Vorversuchen haben wir gezeigt, 
dass sich diese angehefteten Zellen bezüglich der Beeinflussung der 
Glucosetransportrate (d.h. starke Stimulation durch Insulin und Hemmung durch 
8-pCPT-cGMP) nicht von den Zellen unterschieden, die, wie bei den anderen 
Experimenten, in Suspension inkubiert wurden (nicht gezeigt). 
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Abb. 16: Wirkung von 8-pCPT-cGMP auf die subzelluläre Lokalisation von FITC-markierten 
Glucosetransportern (GLUT4) in Kardiomyozyten  
Kardiomyozyten wurden, wie unter 2.6.2 beschrieben, auf dem Boden der Versuchskammern 
(Chamber Slides) angeheftet und anschließend 10 min bei 37°C mit oder ohne 8-pCPT-cGMP 
(200 µM) inkubiert, bevor Insulin (10 nM) für weitere 30 min zugegeben wurde. Die Basal-
Proben wurden parallel dazu in Abwesenheit der untersuchten Agenzien inkubiert. Die 
Glucosetransporter wurden schließlich immunzytochemisch mit Anti-GLUT4-Antikörpern 
(OSCRX) markiert. Der FITC-Fluorophor der sekundären Antikörper wurde bei λ=488 nm 
angeregt und die Fluoreszenzemission (λ=530 nm) bei 400-facher Vergrößerung in der Laser-
Scan-Mikroskopie detektiert. Gezeigt sind repräsentative Zellaufnahmen aus mindestens 20 
Zellen (für jede Bedingung) und 3 unabhängigen Experimenten. ‚N‘: Nucleus. Die Bedeutung 
der Pfeile wird im Text näher beschrieben. 
Wie in Abb. 16 ersichtlich, ist im basalen Zellzustand (linkes Bild) der 
größte Teil der immunzytochemisch markierten GLUT4 intrazellulär lokalisiert, 
während auf der Zelloberfläche nur relativ wenige Glucosetransporter 
erscheinen. Diese GLUT-Verteilung in nicht-stimulierten Kardiomyozyten steht 
in Einklang mit immunelektronenmikroskopischen Studien [103] und früheren 
Untersuchungen an isolierten Zellmembranfraktionen [36]. Auffällig ist, dass es 
innerhalb der Zelle Bezirke gibt, in denen die Glucosetransporter vermehrt 
lokalisiert sind. So finden sich spindelförmige GLUT4-Anhäufungen um die 
beiden Zellkerne (linkes Bild, lange Pfeile) sowie GLUT4-Anhäufungen, die, 
wie auf einem Band aufgereiht, dazwischen liegen. Darüber hinaus sind 
regelmäßige, perlschnurartig angeordnete kleinere GLUT4-Depots in einer Art 
Querstreifung über die gesamte Zelle verteilt. Dieses Muster erinnert an die 
lichtmikroskopisch sichtbare Querstreifung der Muskelfasern und somit an die 
zugrundeliegende Sarcomerstruktur. Anhand von elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen wurden diese GLUT4-Depots in der Tat kleinen tubulo-vesikulären 
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Elementen zugeordnet, die vorwiegend entlang der Z-Linien der 
Herzmuskelzellen lokalisiert sind [104].  
In Insulin-stimulierten Zellen erkennt man dagegen ein anderes 
Verteilungsmuster der GLUT4 (Abb. 16, mittleres Bild). Es ist zu einer 
Umverteilung der GLUT4 an die Zelloberfläche gekommen, entsprechend der 
bereits beschriebenen stimulierenden Wirkung von Insulin auf den 
Glucosetransport über eine Rekrutierung von GLUT4 aus intrazellulären 
Reservevesikeln in die Plasmamembran [36;104]. Die Glucosetransporter sind 
nahezu vollständig aus den perinukleären Bereichen verschwunden, dem 
Hauptlokalisationsort in basalen Zellen. Dafür erscheinen sie nun vermehrt an 
der Plasmamembran an den Längsseiten der Zellen und vor allem an den für 
Kardiomyozyten so charakteristischen Glanzstreifen (mittleres Bild, kleine 
Pfeile). Es handelt sich hierbei um die Zellgrenzen der an ihren Enden 
aneinanderstoßenden Herzmuskelzellen, die verschiedene Haftkomplexe 
enthalten. Hierzu gehören die Fasciae adhaerentes, die der Verankerung der 
Aktinfilamente der jeweils letzten Sarkomeren dienen, die Maculae adhaerentes 
(Desmosomen), die die aneinanderstoßenden Herzmuskelzellen mechanisch 
aneinander koppeln, und schließlich die Gap junctions, die für eine ionale 
Kontinuität der aneinanderstoßenden Zellen sorgen [107]. In den Insulin-
stimulierten Zellen ist darüber hinaus auch die durch periodisch angeordnete 
kleine GLUT4-Depots hervorgerufene Querstreifung auszumachen.  
Werden die Zellen nun vor Zugabe von Insulin mit 8-pCPT-cGMP 
vorinkubiert, findet man eine GLUT4-Verteilung vor, die zwischen den basalen 
und Insulin-stimulierten Zellen liegt (Abb. 16, rechtes Bild). Ein deutliches 
GLUT4-Signal erscheint in den perinukleären Bereichen (lange Pfeile), wie das 
für basale Zellen typisch ist. Gleichzeitig erkennt man Markierungen in der 
seitlichen Plasmamembran und an den Glanzstreifen (kurze Pfeile), wobei hier 
allerdings die Dichte der Glucosetransporter deutlich unterhalb derer in mit 
Insulin allein stimulierten Zellen liegt. Intrazellulär findet sich auch in den 
gleichzeitig mit Insulin und 8-pCPT-cGMP behandelten Kardiomyozyten eine 
GLUT4-Anordnung, die den Eindruck einer Querstreifung der Zellen hervorruft.  
Ähnliche Ergebnisse erhielten wir bei Verwendung eines weiteren 
Glucosetransportaktivators (Rotenon) und eines anderen cGMP-Analogons 
(8-Br-cGMP). Auch hier kam es unter Rotenon zu einer GLUT4-Translokation 
aus den großen intrazellulären Reservoirs aus den perinukleären Bereichen und 
zwischen den Zellkernen in die seitliche Plasmamembran und an die 
Glanzstreifen. 8-Br-cGMP führte zu einer deutlichen Einschränkung dieser 
Rekrutierung (nicht gezeigt). Weitere Versuche in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von Prof. Hue (Institute for Cellular and Molecular Pathology, 
Brüssel) zeigten, dass cGMP auch in isolierten arbeitenden Rattenherzen das 
Glucosetransportsystem beeinflusst. Eine Perfusion mit 8-Br-cGMP (100 µM) 
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führte zu einer signifikanten Verringerung der Insulin-abhängigen GLUT4-
Rekrutierung in die Plasmamembran (Becker C, Maisin L, Hue L, Fischer Y: 
unveröffentlichte Beobachtung).  
Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die cGMP-Effekte 
auf die Glucosetransportrate auf einer Veränderung der GLUT4-Verteilung 
beruhen und cGMP somit die GLUT4-Trafficking-Maschinerie beeinflusst. 
3.3 Effekte von cGMP auf die Glykolyse 
Wie bereits erwähnt, hemmt cGMP die myokardiale Glucoseutilisation [21]. 
Neben dem bereits untersuchten Glucosetransport, der in vielen Situationen den 
ratenlimitierenden Schritt der Glucoseverstoffwechselung darstellt, ist die 
Glykolyse ein weiterer möglicher Angriffspunkt einer cGMP-vermittelten 
metabolischen Regulation. Aus diesem Grund untersuchten wir, wie in Kapitel 
2.5 beschrieben, die Verstoffwechselung von [3-3H]-D-Glucose unter 
Bedingungen, bei denen die Glucoseutilisation nicht mehr durch den 
Glucosetransport limitiert wird. Dies ist bei einer Glucosekonzentration von 
5 mM – und insbesondere unter Insulin-Stimulierung – der Fall [75]. 
Geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist dann die Reaktion von Fructose-6-
phosphat zu Fructose-1,6-bisphosphat. Die Phosphofruktokinase, die diese 
Reaktion katalysiert, ist ein wichtiges Schlüsselenzym der Glykolyse. Aus der 
Verstoffwechselung von [3-3H]-D-Glucose kann somit auf die Geschwindigkeit 
der 6-Phosphofructokinase-Reaktion geschlossen werden.  
Abb. 17 lässt erkennen, dass 8-Br-cGMP zu einer 18 %igen Hemmung der 
Insulin-stimulierten Glykolyserate führt. Auch das atriale natriuretische Peptid 
(ANP), welches den cGMP-Spiegel von Kardiomyozyten erhöht [82], reduziert 
die Insulin-stimulierte Glykolyserate um 13 %. Diese Daten verdeutlichen, dass 
die Glykolyse ebenfalls durch cGMP reguliert werden kann. 
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Abb. 17: Wirkung von 8-Br-cGMP und ANP auf die Glykolyse  
Kardiomyozyten wurden 10 min bei 37°C mit oder ohne 8-Br-cGMP (100 µM) bzw. ANP 
(1µM) inkubiert, bevor Insulin (10 nM) für weitere 30 min zugegeben wurde. Es folgte die 
Bestimmung der 3H2O-Bildung aus [3-3H]-Glucose über einen Zeitraum von 30 min. Die 
Ergebnisse sind Mittelwerte aus mindestens 10 unabhängigen Experimenten (+ SEM). 
*: P < 0,05; *: P < 0,01 gegenüber Insulin allein (t-Test für gepaarte Stichproben). 
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4 Diskussion 
Seit langem kennt man die große funktionelle Bedeutung des 
Glucosestoffwechsels für die Energieversorgung des Herzens [83]. Der Transfer 
der Glucose aus dem Extrazellulärraum in die Herzmuskelzellen erfolgt durch 
erleichterte Diffusion mittels spezifischer Glucosetransporter und ist in vielen 
physiologischen Situationen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im 
Stoffwechsel dieses Zuckers [55]. In den Insulin-sensitiven Geweben Herz, 
Skelettmuskulatur und Fettgewebe sind zwei inzwischen gut charakterisierte 
Isoformen von Glucosetransportern exprimiert: der ubiquitäre GLUT1 [9] und 
der Insulin-regulierbare Glucosetransporter GLUT4 [50]. Der 
Glucosestoffwechsel und insbesondere dessen erster Schritt, der 
Glucosetransport, unterliegen einer hormonellen und metabolischen Kontrolle 
und werden durch vielfältige Modulatoren beeinflusst. Hierzu zählen 
physiologische und pathophysiologische Agenzien wie Insulin, Katecholamine, 
Purinverbindungen und alternative Substrate [30;31;35], aber auch 
Kontraktionsaktivität [94] sowie hypoxische und anoxische Zustände [28;109]. 
Einige dieser Modulatoren üben ihre Wirkung über zyklische Nukleotide aus. 
Es gibt Hinweise, dass cGMP, ein intrazellulärer Second messenger von NO 
und ANP, neben seinen eingehend erforschten vaskulären Effekten auch an der 
Regulation des myokardialen Glucosestoffwechsels im Sinne einer Hemmung 
der Glucoseaufnahme beteiligt sein könnte (siehe Einleitung). An dieser Stelle 
sei nochmals kurz der Unterschied zwischen Glucoseaufnahme (Glucose-
Uptake) und Glucosetransport erläutert. Glucoseaufnahme beinhaltet sowohl 
den Glucosetransport über die Plasmamembran als auch den ersten Schritt des 
Glucosestoffwechsels, der Reaktion von Glucose zu Glucose-6-Phosphat durch 
die Hexokinase. Dies hat insofern Bedeutung, als dass in den bisherigen Studien 
an intakten perfundierten Herzen nur die Glucoseaufnahme und nicht der 
Glucosetransport selbst gemessen werden konnte. Es gibt daher nur indirekte 
Hinweise, dass cGMP auch den Glucosetransport selbst beeinflusst [21]. Ziel 
der vorliegenden Arbeit war es, an isolierten Herzmuskelzellen zu untersuchen, 
ob und in welcher Weise cGMP in der Regulation des Glucosetransportes und 
Glucosestoffwechsels eingebunden ist. Da sowohl dem Glucosestoffwechsel als 
auch dem Second messenger cGMP bei vielen Krankheitsbildern – auch im 
Myokard – eine besondere Rolle zukommt, sind solche Zusammenhänge von 
großer Bedeutung für das Verständnis pathophysiologischer Abläufe, die die 
Herzfunktion beeinträchtigen. 
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4.1 Wirkung von cGMP auf den Glucosetransport 
und die Glykolyse 
Erste Untersuchungen der vorliegenden Arbeit beschäftigten sich mit den 
Wirkungen von cGMP auf den Glucosetransport von Herzmuskelzellen adulter 
Ratten. Hierfür gibt es prinzipiell zwei Möglichkeiten: Zum einen kann man 
Agenzien einsetzen, die zu einer intrazellulären Bildung von cGMP führen, also 
indirekt den cGMP-Spiegel erhöhen. Klassische Beispiele sind NO, das die in 
fast allen Zellen des kardiovaskulären Systems vorhandene lösliche Guanylat-
Zyklase (GS-S) aktiviert, sowie natriuretische Peptide wie ANP, die die 
membrangebundenen Guanylat-Zyklasen stimulieren [118]. Beides führt zu 
einer intrazellulären Produktion von cGMP. Nachteil dieser Möglichkeit ist, 
dass es kein Agens gibt, das nur zu einer intrazellulären cGMP-Bildung führt. 
Häufig kommt es zu Nebeneffekten, die die Hauptwirkung von cGMP 
verschleiern oder verstärken. Auf diese Problematik kommen wir später noch 
einmal zu sprechen. Die andere Möglichkeit, die cGMP-Wirkung zu 
untersuchen, liegt in der direkten Beeinflussung des cGMP-Spiegels. Hier 
besteht jedoch das Dilemma, dass cGMP ein intrazellulärer Second messenger 
ist, der nicht membranpermeabel ist. Eine wünschenswerte einfache 
Beeinflussung der cGMP-Konzentration im extrazellulären Medium führt also 
nicht zu einer entsprechenden Änderung des intrazellulären Spiegels und damit 
nicht zu den gewollten Effekten.  
Sehr hilfreich wären daher cGMP-Analoga, die folgende Kriterien erfüllen: 
(a) hohe Lipophilie, um die Zellmembran zu penetrieren und eine ausreichend 
hohe intrazelluläre Konzentration zur Aktivierung der endogenen cGMP-
abhängigen Proteinkinase zu erreichen; (b) hohe Spezifität für die cGMP-
abhängige Proteinkinase (PKG) zur Vermeidung von Effekten auf andere 
regulatorische Proteine; (c) Resistenz gegenüber der Hydrolyse durch 
Phosphodiesterasen (PDE) zur Vermeidung einer Akkumulation und möglichen 
Nebeneffekten durch die Analogmetaboliten; (d) keine Wirkung auf die 
regulatorische oder katalytische Untereinheit der Phosphodiesterasen zur 
Vermeidung einer Akkumulation von zyklischen Nukleotiden (z.B. cAMP) 
durch PDE-Inhibition.  
Für unsere Versuche verwendeten wir zwei cGMP-Analoga, 8-pCPT-cGMP 
und 8-Br-cGMP, die viele dieser Kriterien erfüllen, jedoch auch geringe 
Unterschiede aufweisen. Beides sind membranpermeable und selektive 
Aktivatoren der cGMP-abhängigen Proteinkinase, wobei 8-pCPT-cGMP eine 
höhere Lipophilie aufweist sowie hinsichtlich der Selektivität 8-Br-cGMP 
überlegen ist [14]. 8-pCPT-cGMP wird nicht durch cGMP-stimulierte 
Phosphodiesterasen (cGs-PDE), cGMP-inhibierte Phosphodiesterasen 
 Diskussion 48 
(cGi-PDE) sowie Ca2+-/Calmodulin-abhängige Phosphodiesterasen (CaM-PDE) 
hydrolysiert, während dies bei cGMP und in geringerem Ausmaß bei 
8-Br-cGMP der Fall ist [14]. 
In den ersten Versuchen untersuchten wir die Wirkung der beiden cGMP-
Analoga auf den Glucosetransport in basalen, nicht stimulierten 
Kardiomyozyten. Beide Agenzien hemmten den Glucosetransport signifikant, 
wobei die Inhibition bei 8-pCPT-cGMP mit 40 % im Vergleich zu 16 % bei 
8-Br-cGMP stärker ausfiel. Mögliche Ursache ist die schon erwähnte höhere 
Lipophilie und Selektivität von 8-pCPT-cGMP.  
Da der Glucosetransport durch verschiedene Stimulatoren beeinflusst wird, 
interessierte uns nun die Frage, ob cGMP auch in stimulierten Kardiomyozyten 
– d.h. in einem anderen Zustand des Glucosetransportsystems – seine hemmende 
Wirkung ausübt. Neben dem körpereigenen Hormon Insulin gehören zu diesen 
stimulierenden Faktoren insbesondere Sauerstoff-limitierte Zustände und 
Wasserstoffperoxid, die das Glucosetransportsystem wahrscheinlich über andere 
Signale und Mechanismen als Insulin beeinflussen [34]. Es ist interessant, dass 
die beiden cGMP-Analoga in Anwesenheit verschiedener Stimulatoren des 
Glucosetransportes, wie Insulin, mitochondriale Inhibitoren (Rotenon, 
Oligomycin B) und Wasserstoffperoxid, sowie unter verschiedenen 
Bedingungen (Normoxie, Anoxie) einen inhibitorischen Effekt auf den 
Glucosetransport ausüben. Wie bei den basalen, nicht stimulierten Zellen scheint 
die Wirkung von 8-pCPT-cGMP ausgeprägter zu sein im Vergleich zu 
8-Br-cGMP. Auch sind die Effekte in den Sauerstoff-limitierten Zuständen 
(Anoxie, Rotenon, Oligomycin B) eher stärker ausgebildet (im Sinne einer 
prozentualen Hemmung) als unter den anderen Bedingungen. Festzuhalten 
bleibt jedoch, dass cGMP aufgrund seiner Eigenschaft, den Glucosetransport 
ungeachtet der experimentellen Bedingungen zu hemmen, wahrscheinlich an 
einer Stelle des Glucosetransportsystems ansetzt, die unabhängig vom 
Stimulationszustand (bzw. –mechanismus) und von den unterschiedlichen 
Signalwegen ist. 
Nun ist es denkbar, dass die beobachteten Wirkungen auf unspezifischen 
Effekten der cGMP-Analoga beruhen. Deshalb untersuchten wir auch Agenzien, 
die den cGMP-Spiegel indirekt beeinflussen, entweder über eine Stimulierung 
oder Hemmung der cGMP-Synthese durch Guanylat-Zyklasen. Eine 
Aktivierung der Guanylat-Zyklase durch YC-1 oder ANP inhibiert den 
Glucosetransport, wohingegen eine Hemmung der cGMP-Produktion durch 
ODQ zu einer Stimulation führt. Diese Befunde untermauern also die 
Hypothese, dass die mit den cGMP-Analoga beobachteten Effekte durch einen 
cGMP-abhängigen Mechanismus vermittelt werden. 
 Diskussion 49 
Die in dieser Arbeit erstmals nachgewiesenen inhibitorischen Effekte von 
cGMP auf den Glucosetransport stehen in Einklang mit neueren 
Untersuchungen an isolierten Herzen sowie an in vivo Modellen, bei denen eine 
Unterdrückung der kardialen Glucoseutilisation durch das NO/cGMP-System 
gezeigt wurde [21;91;92;112]. Lediglich in einer früheren Studie an isolierten 
Kardiomyozyten sind stimulierende Effekte von cGMP-Analoga auf den 
Glucosetransport beschrieben [98]. Der Grund für diese Diskrepanz ist unklar. 
Erwähnenswert ist jedoch, dass sich die dabei verwendete Zellpräparation in 
vieler Hinsicht von den Kardiomyozyten unterscheidet, die nach unserem und 
anderen Präparationsprotokollen gewonnen werden. So waren die von Shanahan 
et al. benutzten Zellen nicht Calcium-resistent, d.h. sie tolerierten keine 
physiologische extrazelluläre Calciumkonzentration (möglicherweise verursacht 
durch einen Membranschaden) und mussten daher in einem Medium mit 
niedriger Calcium- und hoher Kaliumkonzentration aufbewahrt werden [98]. 
Weiterhin sprachen sie nur schwach auf Insulin an: 2fache Stimulation des 
Glucosetransportes im Vergleich zu einer 7-10fachen in unserer Studie oder an 
intakten Herzen [128]. 
Während NO bzw. cGMP am Herzen in den meisten Untersuchungen 
inhibitorische Effekte auf den Glucosemetabolismus ausüben, ist die Datenlage 
in anderen Muskeltypen nicht so eindeutig. So hemmt cGMP an der glatten 
Gefäßmuskulatur der Aorta von Ratten den PDGF- (platelet-derived growth 
factor) und cAMP-stimulierten Glucosetransport [72]. An der Skelettmuskulatur 
wird hingegen von fehlenden Effekten des cGMP-Analogons Dibutyryl-cGMP 
auf den Glucosetransport berichtet [53]. G.J. Etgen und M.E. Young 
beschreiben sogar eine Stimulation des Glucosetransportes durch cGMP an 
isolierten Skelettmuskeln von Ratten [29;127]. Diese Beobachtungen 
verdeutlichen, dass die Regulation des Glucosemetabolismus durch cGMP in 
den verschiedenen Muskulaturarten zumindest einige Unterschiede aufweist und 
somit Ergebnisse nicht ohne weiteres übertragbar sind. 
Der Glucosetransport stellt in vielen Situationen den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glucoseverstoffwechselung dar. Es 
gibt jedoch auch Situationen, z.B. im Falle von höheren Glucosekonzentrationen 
und in Anwesenheit von Insulin [75], in denen der Zuckertransport nicht mehr 
der limitierende Schritt in der Glucoseverwertung ist. Wir konnten zeigen, dass 
cGMP auch unter diesen Bedingungen zu einer Hemmung der Insulin-
stimulierten Glykolyserate führt. Dies steht in Übereinstimmung mit 
Untersuchungen von Depre et al., die beobachtet haben, dass in Zuständen eines 
geringen Energiebedarfs und einer „basalen“ Glucoseaufnahme eine Hemmung 
des Glucosemetabolismus durch cGMP auch auf der Ebene der 
Phosphofruktokinase wahrscheinlich ist [21]. Somit ist der Glucosetransport 
nicht der einzige Angriffspunkt in der cGMP-vermittelten metabolischen 
Regulation. 
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4.1.1 Beteiligte intrazelluläre Signale 
Wie in der Einleitung bereits dargelegt wurde, übt cGMP seine 
regulatorischen Funktionen über Interaktionen mit verschiedenen cGMP-
sensitiven Proteinen aus. Dabei zeigt sich eine starke Verzahnung mit einem 
zweiten Second messenger, nämlich cAMP. So kann cGMP in höheren 
Konzentrationen zu einer Kreuzaktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase 
führen [37]. Über die cGMP-stimulierbaren (PDE III) und –hemmbaren 
Phosphodiesterasen (PDE II) ist auch eine Beeinflussung des cAMP-Spiegels 
möglich [118]. Daher wäre es denkbar, dass die cGMP-Effekte über einen 
cAMP-abhängigen Signalweg vermittelt werden.  
Die beiden cGMP-Analoga sind jedoch sehr wirksame und, verglichen mit 
der Aktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase, sehr selektive Aktivatoren 
der cGMP-abhängigen Proteinkinase. Darüber hinaus übt 8-pCPT-cGMP keine 
biologisch signifikanten Effekte auf die cGMP-regulierten Phosphodiesterasen 
aus [14]. Weitere Hinweise, dass die cGMP-Effekte nicht über eine Aktivierung 
cAMP-abhängiger Mechanismen erklärt werden können, liefern unsere 
Versuchsergebnisse. So führte das membranpermeable cAMP-Analogon 
8-pCPT-cAMP zu keiner Hemmung der basalen oder Insulin-stimulierten 
Glucosetransportrate. Ganz im Gegenteil wurde durch eine Erhöhung des 
endogenen cAMP-Spiegels entweder durch den β-adrenergen Agonisten 
Isoprenalin oder durch die Zugabe von cAMP zu permeabilisierten Zellen eine 
Verstärkung der Insulinwirkung auf den Glucosetransport hervorgerufen. Auch 
der membranpermeable Proteinkinase A-Inhibitor Rp-cAMPS hatte keinen 
Einfluss auf den Glucosetransport.  
Zusammengefasst verdeutlichen die Ergebnisse, dass die hemmenden 
Effekte der cGMP-Analoga auf den Glucosetransport nicht über eine Steigerung 
des intrazellulären cAMP-Spiegels oder eine Aktivierung der cAMP-abhängigen 
Proteinkinase vermittelt werden. Blieben als bekannte mögliche cGMP-
regulierte Proteine nur noch die cGMP-abhängige Proteinkinase sowie die 
cGMP-abhängigen Ionenkanäle. Diese Ionenkanäle sind zwar im Herzen 
beschrieben [2;8], ihre Bedeutung ist meines Wissens jedoch nicht bekannt. Es 
wurde in sensorischen Systemen (z.B. Retinazellen) gezeigt, dass 
8-pCPT-cGMP ein effektiver Regulator der cGMP-abhängigen Ionenkanäle sein 
kann, die eine cGMP-Bindungsstelle mit ähnlicher Spezifität wie die der cGMP-
abhängigen Proteinkinasen besitzen [57]. Die Affinität dieser Kationenkanäle 
für cGMP und vermutlich für die cGMP-Analoga ist jedoch viel niedriger als die 
der cGMP-abhängigen Proteinkinase [57]. Obwohl wir den Signalweg, durch 
den cGMP den Glucosetransport beeinflusst, nicht näher untersucht haben, 
erscheint es wahrscheinlich, dass der Effekt über eine cGMP-abhängige 
Proteinkinase vermittelt wird. 
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4.1.2 Wirkungsmechanismus von cGMP auf den 
Glucosetransport 
Da die Glucosetransporter den Zuckertransfer über den Mechanismus der 
erleichterten Diffusion gewährleisten, ist eine Regulation der Transportrate 
entweder durch Variation der Anzahl der Transporter auf der Plasmamembran 
oder durch Veränderungen in der intrinsischen Aktivität dieser Transporter 
möglich. Nach heutiger Auffassung wird die Glucosetransportrate im 
Wesentlichen von der Anzahl der Glucosetransporter, insbesondere GLUT4, 
bestimmt [36;45;125]. Diese Anzahl ist wiederum abhängig von der 
Translokation der Glucosetransporter aus intrazellulären Speicherreservoirs an 
die Zelloberfläche [46;96]. Um zu klären, ob cGMP seine inhibitorischen 
Effekte auf den Glucosetransport über Veränderungen der GLUT4-Verteilung 
ausübt, wurden in dieser Arbeit mit Hilfe der konfokalen Laser-Scan-
Mikroskopie Immunfluoreszenz-markierte Glucosetransporter (GLUT4) sowohl 
in intrazellulären Strukturen der Kardiomyozyten als auch an der Zelloberfläche 
sichtbar gemacht und lokalisiert.  
In basalen, nicht-stimulierten Herzmuskelzellen zeigte sich, dass sich 
nahezu sämtliche Transporter der Isoform GLUT4 im Intrazellulärraum 
befinden. Hauptlokalisationsort sind die spindelförmigen GLUT4-Depots um die 
Zellkerne sowie die GLUT4-Depots, die sich wie auf einem Band aufgereiht 
zwischen den Kernen befinden. Daneben gibt es noch kleinere GLUT4-Depots, 
die sich regelmäßig, perlschnurartig und quer zur Längsachse über die gesamte 
Zelle anordnen. Dieses Muster erinnert an die lichtmikroskopisch sichtbare 
Querstreifung der Muskelfasern und suggeriert eine Korrelation mit den 
Sarkomeren der Zelle. Ähnliche GLUT4-Muster wurden auch von anderen 
Autoren in Kardiomyozyten beschrieben [103;104], die dann anhand von 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen kleinen tubulo-vesikulären 
Elementen vorwiegend entlang der Z-Linien der Zellen zugeordnet wurden. 
Anhand der hier beobachteten GLUT4-Muster an basalen Herzmuskelzellen 
allein können die gefundenen quergestreiften GLU4-Muster noch keinen 
Strukturelementen der Zellen zugeordnet werden. Da jedoch auch andere 
Autoren mit jeweils anderen Antikörpern ähnliche GLUT4-Muster gefunden 
haben, kann man davon ausgehen, dass es sich bei den Mustern um spezifische 
GLUT4-Markierungen handelt und nicht um Artefakte, bei denen unspezifisch 
Strukturen wie Actin oder Myosin sichtbar gemacht worden sind.  
In den Insulin-stimulierten Zellen ist es zu einer Umverteilung der GLUT4 
an die Zelloberfläche gekommen. Die Glucosetransporter sind nahezu 
vollständig aus den perinukleären Bereichen verschwunden und erscheinen nun 
in der seitlichen Plasmamembran und an den Glanzstreifen der Zellen. Durch 
Behandlung der Kardiomyozyten mit 8-pCPT-cGMP (vor der Insulingabe) 
 Diskussion 52 
kommt es nur zu einer teilweisen Rekrutierung der GLUT4 aus intrazellulären, 
perinukleären Kompartimenten. So befindet sich ein geringerer Anteil der durch 
Insulin translozierten GLUT4 in der Plasmamembran und in den Glanzstreifen 
und ist vermutlich für die im Vergleich zu den basalen Zellen noch erhöhte 
Glucosetransportrate verantwortlich. Ähnliche Beobachtungen wurden im 
Hinblick auf mit dem mitochondrialen Inhibitor Rotenon behandelten Zellen 
gemacht. 
Zusammenfassend lässt sich also feststellen, dass die cGMP-Effekte 
wahrscheinlich auf den beobachteten Änderungen der GLUT4-Verteilung 
basieren. Da diese Verteilung jedoch von den zyklischen Transportprozessen 
(GLUT-Trafficking) zwischen der Zelloberfläche und intrazellulären, 
vesikulären Reserven bestimmt wird, ist anzunehmen, dass cGMP mit Schritten 
des zellulären GLUT-Traffickings interferiert. Es ist denkbar, dass eine 
Abnahme der GLUT-Exozytoserate, eine Zunahme der Endozytoserate oder 
aber beide Prozesse gemeinsam eine Verminderung des GLUT-Gehaltes an der 
Zelloberfläche und damit den Abfall der Glucosetransportrate vermitteln. 
Weitere Experimente werden nötig sein, um zwischen diesen Möglichkeiten zu 
unterscheiden. Ein interessanter Hinweis ergibt sich allerdings aus einer Studie, 
die kürzlich in unserem Labor durchgeführt wurde und gezeigt hat, dass 
mitochondriale Inhibitoren wie Rotenon wahrscheinlich auf einen anderen 
Schritt des GLUT-Traffickings und einen anderen intrazellulären Pool der 
Glucosetransporter einwirken als Insulin [6]. Da cGMP das GLUT-Trafficking 
aber in Gegenwart dieser unterschiedlichen Stimuli sowie in nicht-stimulierten 
Zellen beeinflusst, kann geschlussfolgert  werden, dass hier ein allen 
Bedingungen und Zuständen des Glucosetransportsystems gemeinsamer, 
grundlegender Schritt des Traffickings durch cGMP (bzw. ein cGMP-sensitives 
Protein) moduliert wird. Da die verschiedenen Stimuli die GLUT-Verteilung 
nicht nur durch unterschiedliche Mechanismen, sondern auch über 
unterschiedliche Signalketten regulieren, kann außerdem angenommen werden, 
dass cGMP wahrscheinlich nicht auf der Ebene eines Stimulus spezifischen 
Signals angreift.  
4.2 Wirkung von NO auf den Glucosetransport 
Wie oben bereits erwähnt, kann der intrazelluläre cGMP-Spiegel auch über 
Agenzien beeinflusst werden, die zu einer intrazellulären Bildung von cGMP 
führen. Eine Substanz, der in den letzten Jahren eine zunehmende Bedeutung 
zukommt und die über eine Aktivierung der Guanylat-Zyklase zur Bildung von 
cGMP beiträgt, ist Stickstoffmonoxid (NO), ein ubiquitärer Modulator 
zahlreicher biologischer Prozesse. Es wäre zu erwarten gewesen, dass auch NO 
inhibitorische Effekte auf den Glucosetransport ausübt. Dies bestätigte sich in 
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unseren Versuchen jedoch nicht. So kam es weder in basalen noch in Insulin-
stimulierten Kardiomyozyten zu einer Beeinflussung der Glucosetransportrate 
durch den NO-Donor Natriumnitroprussid (SNP). Auch ein anderer NO-Donor 
(SNAP) sowie die beiden Inhibitoren der NO-Synthase, L-NMMA und 
L-NAME, hatten keinen Effekt auf den Glucosetransport. 
In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit sind die Effekte von NO ebenfalls 
auf den Glucosetransport isolierter Kardiomyozyten untersucht worden [19]. Die 
dabei verwendeten Herzmuskelzellen sind nach einem in unserem Labor 
entwickelten Protokoll isoliert worden. Colston und Wheeler [19] beschreiben, 
dass SNP in Konzentrationen von 1, 10 und 25 mM keinen Effekt auf den 
basalen Glucosetransport hatte, und bestätigen damit unsere Ergebnisse. Der 
durch einen Hemmstoff der oxidativen Phosphorylierung stimulierte 
Glucosetransport blieb ebenfalls durch L-NAME unbeeinflusst. An isolierten 
Herzen werden NO dagegen inhibitorische Effekte auf die Glucoseaufnahme 
zugeschrieben [21;112]. Der Grund für diese Diskrepanz zwischen isolierten 
Herzmuskelzellen und intakten Herzen ist unklar (hierauf wird weiter unten 
noch eingegangen werden). 
Widersprüchliche Ergebnisse bezüglich der Regulation des 
Glucosetransportes durch NO sind auch im Hinblick auf den Skelettmuskel in 
der Literatur beschrieben. So berichten Balon und Nadler [5] sowie Young et al. 
[127] über stimulierende Effekte von SNP auf den Glucosetransport von 
Skelettmuskulatur und vermuten, dass NO in die Stimulation des 
Glucosetransportes durch Kontraktion involviert sein könnte. Andere 
Arbeitgruppen beobachteten zwar ebenfalls einen Anstieg der 
Glucosetransportrate in der Skelettmuskulatur durch SNP, schlossen jedoch aus 
ihren Versuchsergebnissen, dass NO nicht Teil des Signalweges ist, über den die 
Kontraktionsaktivität den Glucosetransport steigert [29;44]. Allerdings ist 
anzumerken, dass in all diesen Studien nur millimolare Konzentrationen (bis zu 
15 mM) an SNP sich als wirksam erwiesen, so dass unspezifische, NO-
unabhängige Prozesse nicht ausgeschlossen werden können. Bemerkenswert 
sind die von Kapur et al. vorgestellten Studien an isolierten Skelettmuskeln [53], 
die über eine Hemmung des Insulin-stimulierten Glucosetransportes durch SNP 
berichten, während höhere Konzentrationen von SNP (0,5-1,0 mM) analog den 
vorbeschriebenen Untersuchungen zu einem Anstieg der basalen 
Glucoseaufnahme führen. Pitkänen et al. [85] fanden dagegen keine Effekte von 
SNP auf die Glucoseaufnahme in der Skelettmuskulatur. Diese 
unterschiedlichen Ergebnisse lassen vermuten, dass NO die Glucoseutilisation in 
der Skelettmuskulatur über mehr als einen Mechanismus beeinflussen könnte. 
Sie zeigen außerdem, dass sich Herz- und Skelettmuskeln im Hinblick auf NO- 
bzw. SNP-induzierte Effekte unterscheiden. 
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Eine Möglichkeit, die diskordanten Ergebnisse an Herzmuskelzellen 
einerseits und intakten Herzen andererseits zu erkären, besteht darin, dass NO 
neben der Produktion von cGMP den Glucosetransport über einen bisher nicht 
identifizierten Mechanismus beeinflusst, der zumindest an isolierten Myozyten 
die inhibierende Wirkung von cGMP wieder aufhebt. In der Tat sind zahlreiche 
direkte oder cGMP-unabhängige Effekte von NO in der Literatur beschrieben. 
So ist NO über die Bildung des zytotoxischen Peroxynitrits an der Produktion 
freier Radikale beteiligt [7], die für einen Hauptfaktor des Reperfusionsschadens 
nach einer myokardialen Ischämie gehalten werden. In glatten Muskelzellen 
stimuliert NO direkt einen Calcium-abhängigen Kaliumkanal [10] sowie die 
Na+-K+-ATPase [42]. Schließlich sind auch direkte NO-Effekte auf Enzyme des 
Glucosestoffwechsels beschrieben. NO kann die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) über eine ADP-Ribosylierung hemmen [26;129] und 
damit den glykolytischen Fluss beeinträchtigen. Eine Beeinflussung des 
Citronensäurezyklus ist über eine Hemmung der Aconitase möglich [3], der 
normalerweise keine Bedeutung in der Regulation des Citronensäurezyklus 
zugesprochen wird. Eine erhöhte Produktion freier Radikale, z.B. bei 
muskulärer Anstrengung, kann jedoch zu einer Hemmung der Aconitase führen, 
wodurch ein Anstieg der Citratkonzentration resultiert. Citrat ist wiederum ein 
bekannter Inhibitor der Citrat-Synthase und spielt eine Schlüsselrolle in der 
Regulation dieses Enzyms, das einen flussbestimmenden Schritt des 
Citronensäurezyklus katalysiert [3]. Ein weiterer cGMP-unabhängiger NO-
Effekt liegt in der Hemmung der Atmungskette. Brown [13] beschreibt eine 
kompetitive Hemmung der Cytochrom-Oxidase durch NO. Die hemmende 
Funktion von NO auf die Atmungskette ist sowohl in vitro [123] als auch 
indirekt in vivo [100;101] dokumentiert. Dabei zeigte sich, dass sowohl NO als 
auch Peroxynitrit, das stark oxidierende Reaktionsprodukt aus NO und dem 
Radikalanion Superoxid, die mitochondriale Respiration hemmt, ein 
Mechanismus, der möglicherweise zur kardialen Dysfunktion beiträgt in 
Situationen wie der posthypoxischen Reoxygenierung [122;124].  
Es ist nun gut vorstellbar, dass es durch die beschriebenen direkten NO-
Effekte mit einer parallelen Hemmung der Glykolyse, des Citronensäurezyklus 
sowie der Atmungskette zu einer effizienten Reduktion der zellulären 
Energieproduktion kommt. Diese Effekte wären vergleichbar mit der Wirkung 
von Anoxie oder Hypoxie bzw. Hemmstoffen der oxidativen Phosphorylierung, 
die ja bekanntlich den Glucosetransport stimulieren. Möglicherweise werden 
hierdurch die inhibitorischen Effekte von cGMP auf den Glucosetransport 
aufgehoben.  
Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Beobachtung, dass SNP nicht nur 
NO (Radikalform: NO•), sondern auch Nitrosonium-Ionen (NO+) freisetzt, die 
mit unterschiedlichen subzellulären Zielen interagieren und daher z.B. entweder 
neurodestruktiv oder neuroprotektiv wirken [65]. Die beobachteten Reaktionen 
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auf NO sind immer das Gesamtresultat der Aktivierung verschiedener 
Effektoren und können die zum Teil entgegengesetzten Effekte von NO erklären 
[95]. Weitere Studien werden erforderlich sein, spezifische Ziele von NO zu 
identifizieren, um dadurch die Rolle von NO im Bereich des 
Glucosestoffwechsels und des Glucosetransportes zu erkennen.  
4.3 Physiologische Bedeutung 
Der Glucosetransport über die Plasmamembran von Myozyten stellt, wie 
eingangs bereits erwähnt, den ersten Schritt in der myokardialen 
Glucosemetabolisierung dar und unterliegt einer vielfältigen Regulation. 
Änderungen im Glucosetransport tragen somit zur Kontrolle der gesamten 
Glucoseutilisation im Herzen bei. Es ist daher anzunehmen, dass der 
Glucosetransport an der Hemmung der Glucoseaufnahme beteiligt ist, die man 
an in vitro [21;23;112] und in vivo Herzen [93] bei experimenteller Erhöhung 
des cGMP-Spiegels beobachtet hat.  
Zum jetzigen Zeitpunkt lässt sich über die physiologische Bedeutung der 
inhibitorischen Effekte von cGMP auf den Glucosetransport und –metabolismus 
sicherlich nur spekulieren. Man kann sich jedoch gut vorstellen, dass diese 
Effekte unter Bedingungen eine Rolle spielen, bei denen die NO- oder cGMP-
Spiegel im Herzen massiv erhöht sind, wie z.B. bei ischämischen Zuständen 
[20;22]. Auf den ersten Blick mag es paradox erscheinen, dass es einerseits 
unter ischämischen Bedingungen zu einer Steigerung der myokardialen 
Glucoseutilisation kommt, andererseits jedoch auch zu einer vermehrten NO- 
und cGMP-Bildung, die hemmend auf die Glucoseutilisation wirken. 
Möglicherweise agiert cGMP unter diesen Bedingungen als Modulator, der eine 
exzessive Produktion von Protonen durch die anaerobe Glykolyse verhindert. 
Die Protonen, die durch Hydrolyse des glykolytisch gebildeten ATP anfallen, 
führen zu einer progressiven intrazellulären Azidose, Na+-Überladung und 
nachfolgender Ca2+-Überladung [66]. Es ist seit langem bekannt, dass eine 
zelluläre Azidose die Kontraktilität reduziert und kardiale Arrhythmien 
hervorruft [113]. Die anaerobe Glykolyse wird also nur so lange protektiv sein, 
bis die Akkumulation der Metabolite (Protonen, Lactat, NADH, 
Zuckerphosphate) den Benefit des produzierten ATPs überwiegt. Studien an 
isolierten perfundierten Herzen haben gezeigt, dass eine Modulation der 
Metabolitakkumulation die postischämische ventrikuläre Erholung verbessern 
kann und eine therapeutische Möglichkeit für myokardiale Ischämien darstellt 
[54]. Andererseits muss berücksichtigt werden, dass eine Hemmung der 
Glucoseutilisation durch cGMP den Energiestatus des ischämischen Myokards 
verschlechtert [23]. Eine Erhaltung der metabolischen und funktionellen 
Integrität des ischämischen Myokards erfordert daher eine fein abgestimmte 
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Balance zwischen diesen gegensätzlichen Mechanismen. Diese Balance ist 
neben anderen Faktoren auch vom Grad der NO- und cGMP-Produktion 
während der Ischämie abhängig.  
Nicht nur bei der akuten Ischämie, sondern auch in vielen anderen 
pathophysiologischen Situationen spielt das NO/cGMP-System eine bedeutende 
Rolle, möglicherweise auch bedingt durch die Regulation des 
Glucosetransportes. Zu diesen pathologischen Situationen gehören u.a. die 
linksventrikuläre Hypertrophie, die Herzinsuffizienz, die Transplantat-
vaskulopathie und –abstoßung sowie die Myokarditis [97]. NO bzw. cGMP 
können sowohl nützliche als auch schädliche Effekte auslösen. Die vorteilhaften 
Effekte stammen häufig von NO, das von der endothelialen, konstitutiven NO-
Synthase freigesetzt wird, oder von einer räumlich und zeitlich begrenzten 
Expression der induzierbaren Isoform. Die nachteiligen Wirkungen resultieren 
hingegen entweder von einem NO-Mangel oder einer exzessiven NO-
Produktion meist durch die induzierbare NO-Synthase [97]. Auch hier wird die 
pathophysiologische Rolle von NO wiederum durch eine Balance zwischen 
seinen nützlichen und nachteiligen Effekten bestimmt. Dies soll am Beispiel der 
Myokarditis nochmals verdeutlicht werden.  
Zahlreiche Autoren haben gezeigt, dass es bei entzündlichen Prozessen zu 
einer vermehrten Bildung von NO und cGMP kommt. Die Verstärkung der NO- 
und cGMP-Bildung beruht auf einer Mehrexpression der induzierbaren NO-
Synthase (iNOS), die durch Zytokine wie Interleukin-1β, TNFα, Interferon-γ 
und Interleukin-6 hervorgerufen wird [71]. Diese iNOS-Expression in Zytokin-
stimulierten Myozyten wird weiterhin verstärkt oder moduliert durch 
neurohumorale Faktoren wie Angiotensin II, Vasopressin und Katecholamine 
[49;97]. In experimentellen Modellen der Virusmyokarditis scheint die 
hierdurch entstehende starke NO-Produktion günstige Effekte auszuüben, 
vermutlich bedingt durch die antivirale Aktivität von NO und die begrenzte 
Expression von iNOS [97]. Im Gegensatz dazu könnte es bei der 
Autoimmunmyokarditis infolge einer stark ausgebreiteten kardialen Expression 
der iNOS zu schädlichen Effekten kommen, die für die kardialen 
Funktionseinbußen mitverantwortlich sein könnten [97]. In der Tat wurde bei 
Patienten mit Herzinsuffizienz eine iNOS-Expression beobachtet, die 
unabhängig von der Ätiologie der Herzinsuffizienz auftrat [49;58]. 
Dies verdeutlicht, dass das NO/cGMP-System in der Pathophysiologie 
vieler kardialer Erkrankungen eine bedeutende Rolle spielt. Deshalb scheint es 
sehr lohnenswert, die Bedeutung des Glucosemetabolismus und seine 
Regulation im Rahmen dieser Erkrankungen weiter zu erforschen.  
Unsere Versuche haben jedoch auch gezeigt, dass das physiologisch 
auftretende cGMP-erhöhende Hormon ANP inhibitorische Effekte auf 
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Glucosetransport und Glykolyse ausübt und somit eine cGMP-abhängige 
Beeinflussung des Glucosemetabolismus auch unter nicht-pathologischen 
Situationen stattfinden könnte. 
Aus dem oben geschilderten Wissen und unseren eigenen Untersuchungen 
lässt sich das in Abb. 18 vorgeschlagene Modell zu den Beziehungen zwischen 
dem NO/cGMP-System und dem myokardialen Glucosestoffwechsel ableiten. 
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- Zytokine; IL-1β, TNFα, IFγ, IL-6
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Abb. 18: Schematische Darstellung der Beziehungen zwischen dem NO/cGMP-System und 
dem myokardialen Glucosetransport und –stoffwechsel  
Die konstitutiv exprimierte eNOS stellt unter physiologischen Bedingungen die dominante 
NOS-Isoform im Myokard dar und wird vor allem von physiologisch auftretenden, humoralen 
und neuronalen Faktoren beeinflusst. Entzündliche und ischämische Prozesse sowie Zytokine 
verursachen im Herzen insbesondere eine Induktion der iNOS mit der Folge einer starken 
Zunahme der NO- und cGMP-Produktion. cGMP führt zu einer Hemmung des myokardialen 
Glucosetransportes und –stoffwechsels. Da NO solche Effekte zumindest an isolierten 
Herzmuskelzellen nicht zeigte, ist zu vermuten, dass NO neben der Produktion von cGMP 
den Glucosetransport über einen bisher nicht identifizierten Mechanismus beeinflusst, der die 
inhibierende Wirkung von cGMP wieder aufhebt, z.B. über eine direkte Stimulierung des 
Glucosetransportes oder über andere cGMP-unabhängige Effekte. 
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5 Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Regulation des 
myokardialen Glucosestoffwechsels durch cGMP unter Verwendung von 
isolierten Kardiomyozyten der Ratte. Hierbei interessierte insbesondere, ob der 
kardiale Glucosetransport ein mögliches Ziel der cGMP-abhängigen Regulation 
ist.  
Im ersten Teil der Arbeit wurden die Effekte zweier membrangängiger 
cGMP-Analoga, 8-pCPT-cGMP und 8-Br-cGMP, auf den Glucosetransport 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass 
8-pCPT-cGMP sowohl in basalen, nicht-stimulierten Kardiomyozyten als auch 
in Zellen, deren Glucosetransport entweder mit Insulin oder dem 
mitochondrialen Inhibitor Oligomycin B maximal stimuliert wurde, eine 
Hemmung des Glucosetransportes um bis zu 40 % hervorrief. Auch 8-Br-cGMP 
führte, wenn auch tendenziell geringer ausgeprägt, zu einer Inhibition des 
Glucosetransportes in basalen Zellen sowie in Myozyten, die durch Anoxie, 
Oligomycin B sowie Rotenon (einem weiteren Hemmstoff der Atmungskette) 
stimuliert wurden.  
In einer nächsten Versuchsreihe sollte gezeigt werden, dass die beschriebene 
Inhibition des Glucosetransportes kein unspezifischer bzw. toxischer Effekt der 
beiden cGMP-Analoga ist. Hierzu wurden Agenzien eingesetzt, die den 
intrazellulären cGMP-Spiegel indirekt beeinflussen, entweder über eine 
Stimulierung oder eine Hemmung der cGMP-Synthese durch Guanylat-
Zyklasen. Die pharmakologische Substanz YC-1 bzw. das körpereigene Hormon 
ANP, Aktivatoren der löslichen bzw. der partikulären (Rezeptor-assoziierten) 
Guanylat-Zyklase, führten zu einer Inhibition des Glucosetransportes, während 
eine Hemmung der cGMP-Produktion durch ODQ den Glucosetransport 
steigerte.  
NO, ein ubiquitärer Aktivator der löslichen Guanylat-Zyklase, schien 
hingegen den Glucosetransport nicht zu beeinflussen. Weder die NO-Donoren 
SNP und SNAP noch die Inhibitoren der NO-Synthase, L-NMMA und 
L-NAME, führten zu einer Änderung der Glucosetransportrate. Dies kann durch 
bereits zahlreich beschriebene cGMP-unabhängige Effekte von NO erklärt 
werden, die die hemmende Wirkung von cGMP auf den Glucosetransport 
aufheben. Eine weitere Aufklärung solcher Effekte von NO und möglicher 
Wirkungsmechanismen auf den Glucosetransport erfolgte im Rahmen dieser 
Arbeit jedoch nicht.  
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Im Folgenden interessierte uns die Frage, welche intrazellulären Signale an 
der cGMP-Wirkung beteiligt sind. Es sind zahlreiche Wechselwirkungen 
zwischen den beiden Second messengern cGMP und cAMP beschrieben, so dass 
eine Vermutung darin lag, dass die cGMP-Effekte über einen cAMP-abhängigen 
Signalweg vermittelt werden könnten, da frühere Untersuchungen gezeigt 
hatten, dass cAMP zumindest unter bestimmten Bedingungen den 
kardiomyozytären Glucosetransport hemmt. Wir konnten zeigen, dass weder das 
membranpermeable cAMP-Analogon 8-pCPT-cAMP noch Isoprenalin, ein 
β-adrenerger Agonist, der den endogenen cAMP-Spiegel erhöht, den 
Glucosetransport hemmte. Im Gegenteil verstärkte Isoprenalin sogar die 
Insulinwirkung auf den Glucosetransport.  
In diesem Zusammenhang entwickelten wir das experimentelle Modell der 
permeabilisierten Kardiomyozyten, die wesentliche Eigenschaften der sonst 
verwendeten Zellen aufweisen, es jedoch über die Ausbildung von 
transmembranären Poren erlauben, nichtpermeable, niedermolekulare Stoffe in 
die Zellen zu schleusen. In diesen Zellen führte extrazellulär zugeführtes cAMP 
zu einer Verstärkung der maximalen Insulinwirkung auf den Glucosetransport, 
während 8-Br-cGMP unter den gleichen Bedingungen den Glucosetransport 
hemmte. Zusammen mit der Tatsache, dass 8-pCPT-cGMP ein sehr selektiver 
Aktivator der cGMP-abhängigen Proteinkinase ist und keine signifikanten 
Effekte auf die cGMP-regulierten Phosphodiesterasen ausübt, deuten diese 
Ergebnisse darauf hin, dass die Inhibition des Glucosetransportes durch cGMP 
nicht über einen cAMP-abhängigen Mechanismus, sondern wahrscheinlich über 
eine cGMP-abhängige Proteinkinase vermittelt wird.  
Der nächste Teil der Arbeit beschäftigte sich mit dem zellulären 
Wirkungsmechanismus der cGMP-bedingten Inhibition des Glucosetransportes. 
Dabei wurde der Insulin-regulierbare Glucosetransporter GLUT4 
Immunfluoreszenz-markiert und sowohl innerhalb von intrazellulären Strukturen 
der Kardiomyozyten als auch an der Zelloberfläche mit Hilfe der konfokalen 
Laser-Scan-Mikroskopie sichtbar gemacht und lokalisiert. Wir konnten zeigen, 
dass cGMP die Insulin- sowie die Rotenon-induzierte GLUT4-Translokation 
von intrazellulären Speichern an die Zelloberfläche partiell verhindert. Die 
daraus resultierende Reduktion des Glucosetransportergehaltes der 
Plasmamembran ist wahrscheinlich die Grundlage für die beobachtete 
Verminderung des transmembranären Glucosetransportes. Da der Gehalt der 
Plasmamembran an Glucosetransportern wiederum von vesikulären 
Transportprozessen (GLUT-Trafficking) zwischen der Zelloberfläche und 
intrazellulären Membrankompartimenten abhängig ist, liegt der Schluss nahe, 
dass cGMP mit einem oder mehreren Schritten des zellulären GLUT-
Traffickings interferiert. Die Tatsache, dass cGMP das GLUT-Trafficking (und 
den Glucosetransport) in Gegenwart unterschiedlicher Stimuli sowie in nicht-
stimulierten Zellen beeinflusst, spricht dafür, dass es sich dabei um einen 
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grundlegenden, allen Zuständen des Glucosetransportersystems gemeinsamen 
Teil des zellulären Trafficking-Apparates handelt.  
 
Zuletzt untersuchten wir, ob ein weiterer Schritt der kardialen 
Glucosemetabolisierung, und zwar die Glykolyse, ebenfalls durch cGMP 
beeinflusst wird. Unsere Ergebnisse zeigen, dass auch die Glykolyse durch 
cGMP gehemmt wird, und zwar unter Bedingungen, unter denen der 
Glucosetransport die myozytäre Glucoseutilisation nicht limitiert.  
Zusammenfassend hat die vorliegende Arbeit den ersten direkten Beweis 
erbracht, dass cGMP den Glucosetransport (und die Glykolyse) von 
Kardiomyozyten hemmt, und erste Informationen zum zugrundeliegenden 
Signalweg und Mechanismus ergeben. Diese Beobachtungen ergänzen damit 
Studien an intakten Herzen bzw. in vivo, die eine NO/cGMP-abhängige 
Unterdrückung der myokardialen Glucoseutilisation nahegelegt hatten. Weitere 
Forschungsarbeiten werden erforderlich sein, um die molekularen Details dieser 
Regulation aufzuklären, die vermutlich bei vielen Krankheitsbildern eine Rolle 
spielen könnte.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 
8-pCPT-cAMP 8-(4-Chlorophenylthio)-cAMP 
8-pCPT-cGMP 8-(4-Chlorophenylthio)-cGMP 
ANP Atriales Natriuretisches Peptid 
ATP Adenosintriphosphat 
BDM Butandionmonoxim 
BSA Bovine Serum Albumin 
BSA, f.a.f. Albumin Fraction V (fatty acid free) 
cAMP Adenosin 3´,5´- zyklisches Monophosphat 
cGi-PDE cGMP-inhibierte PDE 
cGMP Guanosin 3´,5´- zyklisches Monophosphat 
cGs-PDE cGMP-stimulierte PDE 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dGlc 2-Deoxy-D-[3H]-Glucose 
FITC Fluoreszein-Isothiocyanat (grün-fluoreszierendes Konjugat) 
GC Guanylat-Zyklase 
GLUT Glucosetransporter 
GTP Guanosintriphosphat 
GTPγS Guanosin 5´-O-(3-Thiotriphosphat) 
L-NAME N(omega)-Nitro-L-Arginin Methylester 
L-NMMA L-N-Monomethylarginin 
LY83583 6-Anilino-5,8-Quinolinquinon 
NO Stickstoffmonoxid 
NOS NO Synthase 
ODQ 1H-[1,2,4]Oxadiazolo-[4,3-a]Quinoxalin-1-one 
PBS Phosphate buffered saline (Phosphatpuffer) 
PDE Phosphodiesterase 
PKA Proteinkinase A (cAMP-abhängige Proteinkinase) 
PKG Proteinkinase G (cGMP-abhängige Proteinkinase) 
Rp-cAMPS Adenosin-3’,5’-zyklisches Monophosphorothioat, Rp-isomer 
SNAP S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin 
SNP Sodium Nitroprussid 
YC-1 3-(5’-Hydroxymethyl-2’Furyl)-1-Benzylindazol 
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